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1.1. Presentación del trabajo
El uso de agentes quimioterapéuticos ha resultado
la cura o en la reducción de muchos tipos de cánceres
Sin embargo, es posible observar que algunas formas de
no responden inicialmente a la guimoterapía o, eventua





Ante estos resultados, se impuso la necesidad de desarrollar
otros tipos de terapia que mostrasen una mayor efectividad. De
esta manera, surgió la inmunoterapia, basada en la utilización de
moléculas relaccionadas con el sistema inmune y en la generación











mayaria de ras drogas utilizadas, se diseñan de forma que
n toxicidad selectiva sobre células con capacidad proii—
alta (3,4), de manera que muestran un efecto limitado en
que presentan un crecimiento lento y causan una marcada
en los tejidos compuestos por células de proliferación
alejados de la masa tumoral, como por ejemplo en
del tracto gastrointestinal o en la médula ósea (5,6).
e necesaria la utilización de compuestos en los que la
de división de las células no resulte decisiva para la
o eficacia del agente (7).
Las células tumorales expresan en su superficie un alto
nivel de ciertos antígenos de diferenciación, receptores para
factores de crecimiento o antígenos virales (8). En los años 60
se aseguraba que algunos de estos antígenos eran expresados
únicamente en la membrana de las células tumorales por lo que
fueron definidos como antígenos tumor especificas (2). Posterior-
mente ha sido posible observar que estas moléculas pueden
aparecer expresadas en mucha menor densidad o solo en subpobla—
ciones minoritarias de células normales (8—10) y estos antígenos














presencia de este tipo de moléculas y su distinta
en las células tumorales permite que estos antígenos se
n como inmunógenos en animales, en donde inducen la
de anticuerpos. Estos anticuerpos, reconocen princi-
las célolas tumorales, y en menor proporción los tejidos
de los que estas han derivado (12—14).
capacidad de los anticuerpos para lisar las células
las que han sido sintetizados, fue una de las formas de
rapia más utilizadas (14,15). Sin embargo, su actividad
tumores desarrollados en animales o en el hombre resulta
tada e, incluso la unión de? anticuerpo a la superficie
uede dar origen a fenómenos de realce en el crecimiento
(15).
1-lace más de 100 alias, después de observar la específica
interacción de antígeno y anticuerpo, Paul Ehrlích, concibe la
idea de tratar el cancer con “balas mágicas (“zauberkugeln (5
magic buí let’). Estas moléculas estarían compuestas por toxinas
unidas a anticuerpos capaces de reconocer las células tumorales
Como resultado de dicha obseyvaoíóyí,
se l levaron a cabo las primeras tentati
la función electora de los anticuerpos,
de actividad antitumoral (18-20).
a mediados de este
vas para hacer más
con la unión de
Los primeros pasos
y col en 15355 (18). u








después de la u




en este sentido fueron
ti lízando A-metopterina










stas moléculas pudieran resultar beneficiosas en
de los tumores, eran necesarias das cosas: en
una alta especificidad de reconocimiento del
de los anticuerpos, y en segundo lugar, que la
de los agentes antitumorales permaneciera mac—
1 transporte en el organismo y se activara sólo
nión del anticuerpo con las células diana (2i ).
aron toda una serie de moléculas que consistían
unidos químicamente a toxinas o subunidades
las que se utilizó en 1980 por primera vez, el
oxínas (22).
Antes de 1975, la obtención de anticuerpos que pudieran ser
utilizados como transportadores de drogas o de toxinas, suponía
un proceso complejo, ya que era necesaria absorber el suero total
con muestras de tejidos normales para eliminar los anticuerpos
que reconocían estructuras comunes a células normales y células
neoplásicas (21). Esto resultaba técnicamente dificil, ya que
distintos procesamientos de los sueros mostraban distintas reac-
tividades contra el tejida tumoral (21)>
El desarrollo de la tecnología de hibridomas, hizo posible
la producción de anticuerpos monoclonales (AcMos) que reconocen
determinantes antigénicos individuales presenten en la superficie
de las células y que muestran una elevada selectividad por el
tejido tumoral, debido a que estas anticuerpos reacionan sólo con
un epitapo de superficie de los antígenos asociados a tumores, en
los que se expresan de forma mayoritario (20) o a que se
seleccionan como nmonógenos aquel los ant igenos que se expresan
de forma casi exclusiva en las células tumorales (23)> Los
anticuerpos monoclonales nunca llegan a presentar una reactívídad
del 100%, de manera que siempre es posible encontrar reactívídad




rad i onuc 1 É¡i
tícos sele
prevención
u It imos 15 añas, se han obtenido gran cantidad de
xpresíútí es estable en ratón o en cultivos celulares,
estos antí cuerpos han sido conjugados con drogas,
dos y toxinas con el objeto de crear agentes Lerapéu—
ctrvos o de poner a punto técnicas de diagnóstico y
de un gran número de enfermedades (7).
Entre los inmunoconjugados desarrollados para la terapia de
enfermedades humanas, las inmunatoxinas suponen un gran desafio








la toxina al AcMo,
la capacidad cítotóx
del anticuerpo a la
la proteina hibrída
ira de la toxina con





2 ) Las rímuriotox i nas muestran mayar potencia, comparada
otros conjugados droga—ligando debido a que la toxina actúa
forma catalítica, reaccionando repetidamente con múltiples Ii
das intracelulares, mientras que las drogas utí 1 izadas
agentes químioterapéuticos, reaccionan estequiamétricamente






Así, se calcula que son necesarias unas 20.000 alquilaciones
de ADN para matar a una célula, cuando se utilizan drogas de bajo
peso molecular, como el clorambucil (15), mientras que las
toxinas vegetales, bacterinas y fúngicas son capaces de inacti-
var alrededor de 200 ribosamas o FE—2 <factores de elongación 2)
por minuto y la entrada de una única molécula en el cítosol
puede matar a la célula (26,27).
2 1 Las tox irías muestran
div i si órí ¿orno sobre aquel las
electo no s observa en otro
los mecanismos de división ce
como el clorambucil (28),
durante la división celular,
vinca (4) o provocando mutaci
los isótopos rad¡activos (28).
actividad tanto sobre células en
células que no se dividen (19). Este
tipo de agentes, que actúan sobre
luiar, bien por alquilación del ADN,
par inhibición del huso mitótico
como los alcalóídes derivados de la
ones puntales a nivel genético, como
4) Por otro lado, mientras que las células cancerígenas son
naturalmente resistentes o crean resistencia a distintas drogas,
no se ha observado resistencia basada en la terapia llevada a
cabo con toxinas. Las inmunotoxínas pueden actuar, sin embargo,
sobre células resistentes a agentes quimoterápicos (1,29) o a
hormonas (30).
5) Tanto los isótopos radiactivos como las toxinas, son
capaces de actuar tras unirse a la superficie y entrar en las
células, esto confiere a ambas agentes tóxicos, una excelente
selectividad. Pero, por este motivo, las células a las que el
conjugado río puede acceder bien porque no expresan en su
superficie el antigeno reconocido por el anticuerpo monocional
o bien por razones de impedimento estérico, pueden escapar al
efecto del fármaco ( 14
Los conjuoados con isótopos radiactivos resultan
también en las proximidades del tumor y originan un mayo
de mortal idad general, pero e) conjugado no loca) izado
tumor causan efectos en otros tej idos que reo í herí dosis
tes de rad i actí vi dad (21 > . Esto no ocurre con las í nmun
ya que estas sólo actuan en aquellas células en las















manoc 1 anales con
proteica aisladas
Aspergi ¡los.
o, se aborda la construcción de inmunotoxinas
neas tumorales humanas, utilizando anticuerpos
elevada selectividad y toxinas de naturaleza
del medio de cultivo de distintas especies de
El interés












así como el interés de la industria farmacéutica en
fármacos han 1 levado a nuestro grupo de trabajo a 1
de inmunoconjugados con distintos anticuerpos manad







trabajo experimental de esta tesis,
ión de Inmonoqunmica del Departamento




sita’ e la Pichare
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S.p.4. de Pomez.í
la Divís tone di Onco
dei Tumori de Milán,
Italiano a través de
a Scient ¡fina a Tenno
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vestigación, con lo
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logia Speriníenta¡e E del
Italia. En los últimos
1 Ninistera dell’ Univer-
logica, ha subvencionado
a clínica los productos
que la colaboración se ha
¡a, Menaniní Ricerche Sud,
al fstitoto di Clíimíca
1. ta 1
1.2. Inmunotoxínas: concepto y estructura
En la actualidad, una inmunotoxina puede defínirse
molécula compuesta por un anticuerpo manoclonal y una
con actividad citotóxica, unidas a través de un agente




Estas moléculas híbridas, que tienen su origen en una
reacción de conjugación química (15), combinan la potente activi-
dad citotóxica de las toxinas parentales con la selectividad del
anticuerpo monocional al que se unen (21). En algunas casos, las
inmunatoxinas han sido consideradas como toxinas que presentan
su ligando de unión alterado, ya que la región de la molécula que













componentes de una i nmu
especificidad de la mo
tras la conjugación, ha
can el antígeno de la
munógeno para su síntesi
icuerpo y la toxina de f
ca alteraciones durante
debe permitir una rápí
los í nníunoconj ugados 1
la toxina ha de matar a
os metacólicos esencíale
notoxina resultan importan—
lécula. Así el anticuerpo
de retener la capacidad de
superficie celular que ha
5; el agente de unión debe
arma estable, sin que la
su circulación en el orga-
da relajación de la toxina
egen a la célula diana; y,
las células por interrupción
s (31).
Recientemente, la aplicación de la
tecnología de producción de inmunataxina
este esquema estructural. De este modo,
recombinantes a partir de los genes
cadenas de las inmunoglabulinas, o par
los genes que codifican para las
toxinas, unidas a través de enlaces





PO r c i o
de tipo





nes activas de las
amino o de péptídos
lambí en en los
ha y 1 sto amp i i ada
últimos años,
ya que han
e 1 concepto de í nmunotox iría se
sido denominadas como tales,
Appl icata,
molécula híbridas formadas por la conjugación de la t
con un fragmento de la exotoxina A de Pseudornonas
(33) o por la unión de moléculas de citocínas,






1.3. Toxinas utilizadas en la generación de las inmunotoxinas
Las toxinas de
ción de inmunoconjug
capaces de inhibir 1
naturaleza proteica
ados, son moléculas




tizadas en la genera—
actí vi dad enzimáti ca,
(211.
Atendiendo a su origen, estas proteinas pueden ser inclui-
das en tres grupos: 1 ) toxinas de origen vetegal como la rícína
a la gelonina, denominadas por Stírpe aonio ElEs <Pibosome-
inactivating proteins) (37,45); 2) toxinas de origen bacteriano,
como la toxina dífterica (38) a la exotoxína A de Rseudomonas
(39) y, 3) toxinas de la familia de las aspergilínas, aisladas a
partir del medio de cultivo de distintas especies de Aspergillus




todas ellas se campo
de proteínas (43-47)











ipia se pensó que las miembros de cada uno de
presentar una actividad enzimática distinta,
rtan como potentes inhibidores de la síntesis
Mientras que las toxinas de origen vegetal
inactivan los ribosomas por hidrólisis
de la subunidad mayor (43—45), las toxinas
inactivando las factores de elongación por
grupa ADE—ribosil, que resultan incapaces de













1.3.1. Toxinas de origen vegetal
1.3.1.1. Definición
Las proteinas tóxicas aisladas a cart¡r de ‘eqetales lucran
del> ini das par 11t~ rpe como prote í cías que inactivan rí bosomas
cucar í ot í cas de forma enz i rodil ca, dando lugar a oca subun i dad sOS
ribasamal incapaz ce unir el factor de elongac~óc 1’ (FE—2), y por
tanto, parando la sí nítes i s de prOte itias (43 . jr~ gran ticinnneco de
estas prote i rías y sus caracter istí cas mas destacadas se recogen
en a taL i a i .
Estas toxinas han sido aisladas a parLar de distintas
especies vegetales pertenecientes a las familias de Fanerógamas:
Caryoplyl /aceae. Celastaceae, Oucurb,taceae, Eoptiorb¡aceae, (Sra-
míncae, Lcgurn~tiosae, Loranthaccae, Ptíamnaceae, Sapítídaceae,
Solariaccac y Viscaceae (37).
Los primero0, datos sobre la
nato 0a esa L&<’orm dados ocr
Loto.-. ¿-kl 3: ¡ ‘wc¿’rí a ab>< ría
existencia de o<ote¡nas dc esta





















Ng. 1.1. upas de toxinas utilizadas en la generación de inmunotoxinas
En la figura se esquematizan, de forma simplificada, los distintos tipos de toxinas que han sido
utilizadas en la síntesis de insunotoxinas, En cada caso, se indica el peso molecular aproximado de la
proteína o de cadi una de sus sobunidades. FI esquema ha sido tomado de $ertler y frankel 121>.
25 35
FI peso molecular de las toxinas y de las subunidades que la componen aparece indicado en miles
leguminosa Abrus precatorius L. , conocida vulgarmente como Jeri-
quiti. Das añas más tarde, Dixon (50) describe la ricina, cama
una albúmina tóxica presente en las semillas de Ricinus communís
L., especie perteneciente a la familia de las Euphorbiaceas.
A partir de entonces, se han descrito gran número de
principios activos considerados como sustancias de naturaleza
proteica y de composición mal definida, capaces de entrar en las
células vivas donde provocaban graves lesiones y que, tras su
inyección en determinadas condiciones, producían la ií-imunización
de animales con la formación de anticuerpos especificas (51).
Muchas de estas sustancias, aun cuando sus efectos se conocen
desde principios de siglo, todavía no han sido identificadas
(51) (ver tabla Li.
Estas toxinas han sido purificadas a partir de extractos
acuosos de las distintas partes de la planta. Así se encuentran
en los extractas de las raíces, como es el caso de la briadina
de Bryania diotca (52) a la volkensina de Adenina vo/kensíí
(53); en las extractos de las hojas, como la PAR y la PAP II de
Phyto/acca americana (54,55) o las diantinas de Diantbus caryo-
phy//us (56); en las semillas, como la ricina de Ricinus communis
(57) a la gelonina de Ge.7onium rnultiflorum (58), a incluso en el
látex de la planta, como es cl caso de la toxina de 7-/ura
crepitans (59).
También se han obtenido distintas toxinas a
misma especie, coma es el caso de la ricina y
aisladas de Ricinus communis (59), las proteínas
antiviral de Phyto7acca americana, denominadas PAR
aisladas de las hojas de la planta (54,55,60) y PAP—S,
las semillas (61) o el grUpa de las isoabrinas
precator tus L (62). Este hecha es extensible a otr
tales como las saporinas de Saponaria officínalis
tricosantinas de distintas especies de Trichasanthus
briodinaL y la briodina--R de Bryonía dio ica o las ca
Colocistus colocynttíis (65), y ha permitido det
existencia de gran número de famí













}ias de isoenzimas dentro
(ver tabla 1.1.).
de las
Tipas de toxinas protéicas de origen vegetal
Atendiendo a> número de cadenas polipeptídícas que componen
la molécula de la toxina, estas han sido divididas en das grupos:
1). Toxinas compuestas por una sóla cadena polipeptídica,
también denominadas RTPs de tipo 1 (37) a hemitoxínas (21), cuyo
pesa molecular oscila entre 23.000 y 31.700. Estan toxinas,
según apuntan Barbieri y Stirpe (37), son las más frecuentes en
la naturaleza.
2). Toxinas compuestas
también denominadas RIPS de
Estas proteínas presentan, ge
aproximadamente 60.000 y estan
minadas cadena A ¡ cadena 8,







un peso molecular de
por das cadenas dena-
leculares equivalentes.
Han si (lo de.sc ritas prate irías cocí un peso molecular de
5—
aproximadamente 120.000 que, como la aglutinina de R>
resultan de la asociación de das cadenas A y dos cadenas
como la aglutinina de Momordica charantia, descrita por
y col (68) que consta de 4 cadenas polipeptid½as cuyos
moleculares estan comprendidos entre 27.000 y 30.000 (ver
1.1.).
En la cadena A de las holotoxinas reside
catalitica de la molécula, mientras que la cadena
actividad lectínica, responsable de la unión de la










Algunas de estas son glucoproteinas que llegan a presentar
hasta más de un 30% de contenido en azúcares neutros (37). La
composición de azucares varia de forma tanto cualitativa coma
cuantitativa, y cuando la molécula se deglucosila parcial o
totalmente, no se ve afectada su capacidad de hidrólisis (69).
Por tanto, parece que ni la presencia de hidratos de carbono ni





















casi en su totalidad, de carácter
léctrico comprendido entre 7.7 y
les como las de la saporina y la
presentada valores de punto isoe-
lo que las técnicas estandar de
obtener un resultada concreto
Se desconoce cuales son las funciones que estas toxinas
pueden tener dentro de la planta. Su capacidad de inhibición de
síntesis de proteínas en distVitos tipos de células, ha permitido
postular que estas toxinas actuan sobre la regulación de dicha
actividad en la propia planta, podrían inactivar ribosomas
alteradas, se encargarían de la protección contra parásitos o
incluso, regularían la incompatibilidad entre las plantas (37).
1.3.1.3. Estructura
1.2.1.3.1. Estructura primaria
La toxina más estudiada de este grupo ha sido la rícina
(61,67,70—13). Esta proteína está compuesta par dos cadenas
palipeptídicas, denominadas cadenas A y E de 267 y 262 aminoáci-
das respectivamente (70). Ambas cadenas están unidas a través de
un puente disulfuro entre la Cys de la posición 9 del extremo C-
terminal de la cadena A y la Cys de la posición 4 del extremo N-
terminal de la cadena 8 que se reduce con una concentración final
de 2-13—mercaptoetanol del 1% (70,71). El pesa molecular de las
dos cadenas fue estimado par Olsnes y Pihí (74), en 32.000 para
la cadena A y 34.000 para la cadena E, aunque han sido asignados




de Ricinos comrnunis, Nicol
lectinas aisladas par dist






tas aportados par Stilmarfr en
hemaglutinación de las semillas
col (59) describen en 1974, dos
procedimientos cromatográficas
y RCArI. RCAT presentaba un peso
—9-
Tabla 1.1. toxinas de origen vegetal
En la tabla aparecen recogidas algunas de las proteínas tóxicas purificadas a partir de distintas
especies vegetales. En cada caso se especifica la especie y la parte de la planta de la que la
proteína ha sido purificada, el peso molecular, el punto isoeléctrico o el caracter ácido o básico
que presentan cuando dicho valor no ha sido determinado y el porcentaje de glucosilación de la
molécula. En el caso de las proteínas compuestas par más de una cadena polipeptídica (página 10)
aparecen indicados, junto con el peso molecular de la proteína, los pesos atribuidos a sus
subunidades A y 8, o de las cuatro subunidades que componen la aglutinina de Momordíca charantia. En
algunos casos, como la abrina <página 10> o las toxinas aisladas del endosperma de las semillas de
gramnineas (página 13) se indica el rango en el que quedan comprendidos los distintos parámetros
considerados, según recogen los autores (refj.
toxina origen peso pI glucosilaclon ref.
(especie) molecular (%)
TOXINAS CON MAS DE UNA CADENA





































































































































































1) Los valores recogidos por los autores se refieren al material proténco
presente en las fracciones obtenidas tras la cromatografía de los extractos
































































































































































e43 y 1- Hardeum
vulgar
endospermo






2) Los datos que sobre estas proteínas aportan los autores, parecer señalar
que inhiben la sintesis protéica en sistemas aceluiares o en célula en
cultivo, a traves de mecanismos distintos a los que han sido descritos para
las toxinas incluidas dentro del grupo de las RIPs. En la mayoría de los



























mo> ecu lar entre 1 18.000 y 1 2Q 000 y POAI 1 entre 60.000 Y 65.000
La molécula RCAI fue denominada iiemaglutinina de A”. cocunuors y
la PC/dl, se comprobó que corresponda can la molécula de ricino.
Butterwoth y Lord (67
molecular de 58.000, con una
de 34.700, (u43), mientras
formado por dos subunidades
subunidades 8’ distintas de
atribuyen a la rícina un peso
cadena A de 32. 000 y una cadena 8
que la aglutinina es un tetrámero
A idénticas a la de la rícína y das
36.000 de pesa molecular (0213?).
Todas las subunidades de ambas proteínas están
y son capaces de unirse a moléculas de galactosa,
mente, la molécula de rícina une N—acetil galacto
capacidad de interacción can azúcares es atribuida
8 y 8’, mientras que la cadena A es responsable de
de la síntesis de proteínas (74,75).





















completamente a secuencia primaria de 1
que sólo han sido secuenciados los 70
1 extremo N—terminal de la cadena
y los 30 del mismo extremo de su cadena
fragmentos comparados de las cadenas
icas, excepto en el residuo número 7,
aminoácidos comparables entre 8 y 8’,








Funatsu y col (72,78) aislaron a partir de 8
subespecies de Ric>nus conrn>unis, moléculas de ricina que
taban distinto comportamiento croníatográfico en Sephar
Estas toxinas fueron denominadas rícina E y ricina O
diferencias entre ambas se basaran en la composición
restas de azúcares unidas a la molécula asi como en la
ción de aminoácidos (78) y presentan distinta punto isoel
Al igual que ocurre con la
descritas distintos tipos de isoabrin
fueron descritas la abrina A y abrina
60.100 y 63.800, respectivamente. La
cadenas de 32.000 y 29.550 de pesa mo
Abriría C, se separa en das cadenas
presentan diferencias en su composici
en el número de treoninas, glicinas,




estas toxinas, como es
M¡rab7/7s jalapa, conocíd
Tricosantus kinilow>¡ (64),
fis (63) y la 0—momorcarin
muchas otras, sólo se conoce








rícína, tambien han sido
as (62,79). En principio,
0, can pesos moleculares de
abrína A se separa en das
lecular, mientras que la
de 33.000 y 28.000, que
ón de aminoácidos basadas
tírosinas y fenílalanínas
2) aumentaron a cuatro ci









a orímaria de algunas de
la prateina antívíral de
(80), la tricosantina oc
na 6 de Saponaria ottícma-
rd¿ca clíarant ¡a (81). De







se compara las secuencias de
1extremo N-termínal de las
se observa que 10 dc los 29
son rdénticos entre PAR y PAR-









Simi lares resultados se obtienen en la comparación de la
secuencia N—terminal de distintas toxinas aisladas a partir de
especies pertenecientes a la familia de las Euforbiaceas, como a
momardina, la briadina y la gelonina de Gelon’urnmu/tuflorum o
en la comparación de las saporínas aisladas de las hojas de
Saponaria officzna/zs (82). De esta manera, sólo se han encon-
trado homologías estructurales entre las proteínas pertenecientes
a la misma especie y, en menor grado, entre toxinas aisladas de
plantas de la misma familia (82).
Estos datos fueran confirmados
nicidad de las toxinas. Falasca
experimentos en los que se estudia 1
gelonina, la momardina, la diant
Oyanthus caryophy 7 Ms, uti 1 izando
conejo contra cada una de las pretal
reacción cruzada parcial entre 1
mientras que no se observa entre las
por sus antisueras específicos (84
describen la ausencia de reacción cr
Luí/a aegyptiaca con la PAR y la
podido ser observada una reacción
vol kens i na de Aden ma va 1f<eris i ¡ y 1
por estudios sobre inmunoge—
y col (84) demuestran, en
a reacción cruzada entre la
ma 32 y la diantina 30, de
antisueros paliclonales de
nas, que sólo se observa una
as das formas de diantina,
demás prateinas
3. Ramakrishnan
uzada entre la lu
cadena A de la
cruzada parcia
a modecina de las
A. digitata, utilizando un antísucro dc conej a espeo
la modecina (53). Recientemente, Hegde y Podder (86
la existencia de reacción parcial significativa entre
la abrina, lo que aumenta la evidencia de que amb
presentan un elevado grado de similitud en su




























vegetales de una sola cadena presentan, por
baja porcentaje de homologia en su composición
la cadena A de la ricina (66). Las grados de
a para esta toxina han sido de un 63% can la u—
de un 34 % can la tricosantina (81), de un 24%
de un 12% can la saparina 5 (83>.
1.3.1.3.2. Estructura secundaria y terciaria
Los primeras datas sobre la estructura secundaria de la
río í nas e deben a Vunatsu y col ( 72 1 . qu i críes anal izan la cadena
A o cadena Ala por el método de Chouykasman ( 88) . Esta cadena
presentó un 10.4% dc estructura o—hélice (2/ aminoacidas totales)
distribuidas en 4 regiones y un 32.4% dc estructura (3 <82
aminoácidos totalesí distribuidas en 12 regiones (72).
La estructura tridimensional
Manttort y col (89) a partir de o
2.8 4. Según estos autores y como
1.2, la cadena A es una proteina
secundaría extensiva y un centro
promi nente (59
de la rícína fue analizada por
ristales can ura resolución de
se puede observar en la figura
globular con una estructura
activo situada en posición
NFig. 1.2. Estructura tridimensional de la ricina
La figura ha sido tomada de Montfort y col (89), quienes describen el análisis por difracción de rayos
de los cristales de la molécula de ricina, a una resolución de 2.8 3, Los lugares de unión de las
moléculas de lactosa con la cadena 8, se representan coro des discos, situados en cada parte de la
molécula. La cadena A ha sido dividida en tres dominios que compenden los residuos 1 a 117, 118 a 210,
y 21l a 267, respectivarente
La cristal í 7001 <in de la
espectrometr is de r ayos—Y
del imitar dos ciamí ni i 05, cada
de un i órí de ti Ita al n ni dad
residuo de g 1 utamí nía de cada
con el grupo OW4 de la mo
embargo, no ha sido posible
en particular a la que pueda
en la membrana (90).
r;adena 5 de la rícínia, anial izada por
de a Ita r eso nc i do ha pe rm n Li do
uno de los cual es prescrita un sitio
para ga acuosa, do manera que un
dom ini (.1 forma un pueníte de hidrogeno
léctila de galactosa (70,90). Sin
det ini r una par Le de la estructura
atribuí rse la funicíarí de penietrac i Ón
La zona dc i nterfase entre as cadena
interacciones hidrofóbicas en las que juegan un
residuos de pralina y fenilalanina (89).
A y E muestra
papel destacada
El análisis par rayas—Y de la cristalización de la abrína,
ha permitido observar que la proteína forma cristales ortoróm—
bicos de simetría R 2,2,2, y dimensiones a /4.9 A, b z 269,8 A
y o u: $0,2 A oí 1 los estiíd ias soL 1-e la estructura tridirnierísio—
no i de la o - u r casant iría y la cadena A de ¿-a abr i no, fue ron
realizados por (al 1 ms y col (64) y permi tiran, segun afirman
estos autores, i levar a cabo estudios sobre la rclacc ion estruc-
tural y funcíona~ que existe entre este tipo de proteinas.
1.3.1.3.5. Genes que codifican para las toxinas vegetales
El gen que cadifica para la ricino ha sido donado en varias
ocasiones (70,9 -95). El primer clonaje fue llevado a cabo por
llalling y col (70), según los cuales, este gen cadífica para un
precursor de 64. 000 de peso molecular que contiene en el
siguiente arden: un segmento que codifica para un péptido señal
de entre 24 y 35 aminoácidos, la secuencia de la cadena A, 12
aminoácidos que sirven coma espaciador entre ambas cadenas y la
secuencía de la cadena LS. Este gen, de aproximadamente 2400
bases, se traduce en un único ARNm, a partir del cual se
sintetiza un precursor de 64.000 de peso molecular (96).
El gen no presenta intrones, lo cual coincide con
que se conocen sobre los genes que cadi fi can para otras
como la de Rtíaseo/us: vu1garis (70).
La existencia de distintos tipas de rícina aisladas a
de las subespeo i es de 1’ ¡o ¡rías comarun rs a nc usa en la
planta, y la s imi Ii tud encontrada entre las cadenas de
toxinas y la aglutiirnina, permitieron asegurar a Halling
70), que la río ría estaba cadi 1 iiada par Lina lamí lía de
de manera que la regulación a que la expresión de dichas
esta sometida, daría origen a las gran variedad mo
observada. Este hecho ha sido corroborado por Hegde y
(86), quienes apuntan la posibilidad de que la molécula de
este sometida a un proceso de control géníco similar.,
los datas








Ra dde t -
a br í n a
Han sido o-lanadas independientemente las fragmentos que
codifican para cada una de las cadenas de la molécula de rícína,
obten ienidose, de esta forma, una cadena A comp i etameríte i bre
de cadena 13 (91 1. Asi , el gen de la cadena A de la rícina ha sido
expresado en 1< solio, ¡ch ¡a ca/ . obten í endose mcl Éou las oc t i vas
(90) . mieritr-as que la cadena 1? se expresa como un pal ípept ido
activa en 0’> 1 rilas de inarn f ~rO& 1 9> y Crí 50090-5 Ya 1 La cadena
ría reconibirlante fue or isral izada, iras 1<) cual pudo
que ex itt 1/ini cambios cantorrnac i anal es entre la pial’> —
y la reconíb i níanite ( 54 5 -
1 q crí que cod t í ca para
ser ini producto de dup í i cao í óní
22% de identidad entre los am
mitades que la componen (59,95
la cadena [3 de la ni ci ría parece
que presenta aproximadamente uní
noác idos de cada una de las dos
Rosteriarmente, han sido donados los genes que codifican
para la cadena A de la abrina <97>, para la dianitiria 30 (98), la
o-mamorcarina (81) y la MAP (SO). En todos los casos, estas genes
codifican para una proteína mayor que presenta una secuencia de
entre 23 a 34 aminoácidos en el extremo N-terminal, identificada
como una señal de transíacación vacuolar que permite la
excreci’>n de la proteína al exterior de la célula (8081,97,98).








Inhibición de la síntesis de proteínas en sistemas
libres de células
La actividad más estudiada en las toxinas vegetales ha sido
capacidad para inhibir la síntesis de proteínas tanto en
stemas ace 1 nl ares como en cél u las i rítactas (37 ) . En 1 os
imeros, as concentraciones de toxina requeridas para que esta
hibición se lleve a cabo, oscilan entre l0~ y 10~ ÑU tanto
las; toxinas monocatenar i as coma en las campues tas por más de
cadena (27).
Las toxinas vegetales actúan sobre las nibosomas de las
células eucaníótícas, en los que manifiestan una actividad
catalítica e irreversible, inactivando la subunidad ribosomal
SOS de las ribosomas 803 de cucaríatas y afectando a la tase de
elongación de) péptido naciente (44,99,100).
La primera evidencia de esta actividad endonucleasa fue dada
par Mitohel 1 y <1) L en 1976 (101), en pal isomas de cólu las de
dr st í ritos ti pos ~ít leucemias tratados con r í c~ ría, en los que
observaron que n’ ‘ ce mad i ti caba e) tamano de ti í ríguna o 1 ase de
ARNr- - 1 udo y rio i i DV 102 ) compraba r-on mas tarde, que la rí ci ría y
otras taxi ras re 1<’ ‘ imadas por su estr nr- tar-a •v actividad, como
a br ~n¿i, ‘í m<íde ría y 1 a 1 e o t iría de 7)> ir>rade¡ ¡U tj>ni (¿3 / 2 t 01/hl cOl>,
u í1~iirinii í ií¿í’ia ~QI 1 l’ 5 moil i 1 cabarí un xiuc i COl. i dr’ del ARar 995).
fi as ca
1 i (:051 (lasa
A—4324 a la
rata ( 10<))





qer arpe rí t e
derias 1 de es
h ciro i í ¡anda





1 i rí í ca. A 1
apa r nc i órí de
más pequeño
tas Uox i nas motOr aLían Oria aol. iv
el ciii ace N—g i i cas idico que une
AI-9Nr 288 de los ribasomas de h
no se pone de toan it lesto hasta
son tratados a ph 4.5 can aní
agmenta de 533 nucícótídas de
do nuclÉ±ico, que ha sido d
tiempo, es posible observar en












1>) ¿1<•? ( O ni
<ertrc ‘‘rl -~ata 1 i zuda ;=cjír-
de O -e liii nao í óni , que
la uní liria a ¿PM ácido es









lodos 3’ y 5’ de la ribosa de la A—4324, dando origen a pG-4325 y






Facher ¡ch ia co/ i
ricina digieren el
resistentes a la
está incluida en un lazo de rRNA
conservado a la largo de la escala
se encuentra, como será referida mas
ia de acción de las aspergí unas (45,100). La
también en el rRNA 238 de las ribosomas 708 de
pero, mientras que concentraciones elevadas de
rRNA 235 aislada, los ribasomas completas son
actividad enzimática de la proteína (100,103).
La rídína, la abrina y la modecina han presentado actividad
tambien sobre el ARNr 283 desproteinizada, en el que causan la
misma modificación que en la molécula nativa, aunque no actuan en
las demas ácidos nucleicas presentes en el ribosoma eucariótico:
58, 5.88 y 183 (100). Sin embargo, estas toxinas, junta con la
toxina Shiga, son capaces de actuar sobre las moléculas de ARNr
58 y 5.88 que presentan alguna de sus enlaces fasfadiester
hidrolizado, dando origen a fragmentos mas peque6os (104).
Este mecanismo de actuación, descrita en las toxinas vegeta-




1 y 2 de Aspa
co/ocynthis





la cadena A de
col (105), las
















la toxinas de cadena única, ya que ha
ad similar en la gelanina, la saporina,
de la familia de las PAR, las asparinas
naZis, las colicinas 1 y 2 de Citrullus
de Lychnis cha ¡cedan ica y la malpalmina
,65). Todas ellas presentaran actividad
288 de las subunidad 608 de ribosamas
como las diantinas 30 y 32 y la PAR en
chis co~i (105). Este hecho apoya la
mas presentan homología funcional can
ha 1 otaxi nas
de tipa II
238 de de
ti u 0 1 é ido.
(77,87). Según apuntan Hartley y
aun cuando reconocen la secuencía
E. col ¡, no son capaces de inducir
Por otro lada, las toxinas aisladas de Shige//a denomina-
das genéricamente como toxinas Shiga (29) y otras proteínas
relaccíanadas aisladas a partir de bacterias enteronatógenas,
tales como las toxinas Vero de E. col>. (31) han mostrado
homologia de acción y de secuencía can la cadena A de 1a rícína
(106—105
Por último, ha sido comprobado que la modificiación de la
base A—4324 del ARNr 288, inducida por 1a ricina, [lace a los
ribosomas resistentes a la acción de otras ribonucleasas
bacterianas como la 12 de Aspergil/us oryzae (100,109), la U2 de
Usti/ago sphaerogena (110) y la PhyM de Physarium po/ycepha/um
(111), todas ellas ribanucleasas con especificidad por residuos
de guanina que actuan en los alrededores de esta base (100).







proteínas tóxicas de origen vegetal
células intactas, pudieran encantrarse





Tabla t.2. Actividad iii vivo de las toxinas vegetales
En la tabla aparecen recogidos los valores de LOja, o dosis de proteína capaz de matar a la ¡itad de
los animales inoculados, obtenidos para algunas de las RIPs (proteínas inactivadores de ribosomas)
purificadas. Los ratones utilizados en estos experimentos pertenecen a la cepa Dalb/c machos y
hembras de entre 20 gramos y 25 gramos de peso corporal o la cepa Swiss, machos y hembras, de entre
19 gramos y 31 gramos, que son inyectados por via intraperitonieal con distintas dosis de toxinas.
Otros animales utilizados, quedan especificados al pie de la tabla. Los valores que aquí se recogen
han sido tomados a partir de las referencias originales, conservando las unidades Que cada autor






TOXINAS CON MAS DE UNA CADENA
0.2 iig/ratón







abrina 1 a III 0.550—0.006 ug/ratón
aglutinina de
Momord ¡ca charant ¡a
316 lis/lOO g de peso
(2 días)







0.13 i.igIlOO g, en rata<l>





















TOXINAS CON UNA SOLA CADENA
RCA (3)
geloni na
22.5 mg/kg de peso 15
40.0 mg/kg de peso 57
~> Ratas Wistar de entre 100 g y 120 g de peso
2) Ratas Sprague—Dawley de 200 g de pesa

















































1.89 mg/kg de peso
(2 días)






























1.7 mg/Kg de peso
(6 días)
>8.0 mg/kg de peso
(2 días)
430 pg/100 9 de peso
(2 días)









toxinas (leso r í tas ( 37 ) Las tox ¡ nos que presen tan en su mal écu la
una cadena con actividad 1 cotí a í ca mostraron una fuerte
c í tatoxj í o í dad, tan te en células de te~ idos níorníía les coma sobre
1 incas tjumora les humarías donde 1 1 cuatí a mostrar un 1 Cs o
1 coni(:etitrac i ón con la que se coas n gua urí¿s i nhi [u ci óní del §0% crí
la sí ni tesis de prote i nas ) de hasta lO— M ( ~S3,62
Han sido descritas actividades contra distintas tipos de
tumores en todas las toxinas vegetales, tales cama las descritas
para la ricina sobre tumores murinas de Ehrlích en ascitis,
leucemína L1210, melanoma 8 16 y carcinoma de pulmón de Lewis
(112-114), para las isoabrinas sabre células de sarcoma 180
(57) a para la lufina en leucemia L1210 (115).
Par otro lado, las proteínas formadas por una única
polipeptidica, son consideradas como oroteinas no tóxi
células intactas, ya que concentraciones entre 10V íC~
mayores que las utí 1 izadas para la ricino, no resul tan actí
en cetlulasde leucemia 1210 (5/,62fl161. Su falta de activi
citotóxica ha sido achacada a la ausencia de una cadena o reg
8 capaz de interaccionar can la superficie celular, así cuando
utilizaban las cadenas A dc las holoto’xínas, estas eran tamb









Este hecho fue comprobado en
gelonina se unió a una molécula de
través de un puente disulfuro (57).
inhibición dc la síntesis de pratei
intactas pasó a ser comparable a la
rícína (5/).
experimentos en las que
la leotina concanavalina A
En este caso, la capacidad
nas oc la gelonina en célu
















La actividad in vivo de las toxinas protéicas de origen
vegetal ha sido estudiada en distintos modelos animales (37,120-
122). Así ha podido ser comprobado que ambos tipos de proteínas
son capaces dc matar animales inyectados por vía intraperitaneal
o por vía í atravenosa; riera, mientras las toxinas dc doble cadena
se manifiestan como toxinas muy activas crí animales, las pratei—
rías de una so la cadena e incluso las canenas A de as toxinas
compuestas por más de una cadena, al metías, aproximadamente unas
1000 veces menos tóxicas que las taxi ruas completas (37) según
puede abservarseen los datos recogidas en i a tabla 1 . 2.
Los estudi
acúmulo en te~





os realizados sobre a bíodístri
idas de algunas toxinas, han permí
adas sobre sus parámetros farmacaci
(120) demostraron que a rícína y
por vía intraperítoneal como por vía












‘-u canoentr-ac í ón reí ¿it iva de prate ría ríbservada ení órganos
era muy elevada en el hígado, seguido del bazo, los riñones
corazón y Ci timo, sin que este resultado dependiera de la


















autores, el acúniulo de estas proteinas en
carse por la presencia de restos de lactasa
eran rápidamente captadas por dicha órgano
de la muerte de los animales no han sido
dna ser originada por la inhibición de la
proteínas vitales para el organismo. Por otro
13 de la ricina es capaz de presentar efectos
células debido a la presencia de restos de
que presenta dos sitios de unión por molécula
Con el fin de aumentar la vida media de la
plasma, se recurrió a utilizar la cadena A aislada
los restos de lactosa de dicha cadena, se fijan a
Kupffer del sistema retnculo—endotelial del hígado







La deglicosilación de la cadena A de la ricina, según
apuntan Blakey y Thorpe (69), permitió obtener una proteina, que
presentaba unos parámetros similares en cuanto a su vida media en
el plasma, pera muy distintos en cuando a su biodistribución, ya
que estas moléculas no se acumulaban en el parénquima del tiigado,
sino que eran eliminadas rápidamente por los riñones, debido a
que su peso molecular, de aproximadamente 30.000, le permite








ha sido estudiada el aclaramiento en la sangre de
PAR que, como apuntan Ramakrisnhan y Houston (122)
muy rápidamente de la circulación, dc manera que
permanece en circulación sólo un 5% de la proteina
gun estos autores, entre las 2 y 3 horas, la
una cinética de primer arden, con una vida media
hora ( i22).
1.3.1.4.4. Otras actividades
Una de las caracter
toxinas vegetales ha sido
permite la aglutinación
ellas los glóbulos rojas
descrita en todas las p
das o más cadena, como
madecína (119), laagl
lectína de Ptioradendron
isticas que ha permitido definir
la presencia de una cadena leat
de distintos tipas de células
(37). Esta actividad lectiníca
roteina de origen vegetal que
son la ricína (67), la abrína









Algunas de la toxinas de
antiviral. determinada como
distintos virus que infectan
actividad ha sido descrita en
(56), en labríadina (52), en

































Tambien ha sido desor
sintesis de ADN en células
sobre linfocitos de sangre
g 1 u ti rí iría ( 52 ) o las í soa br
ita la capacidad de ínhíbic
intactas de toxinas como la
periférica estimuladas con
mas (62).
i ña de 1 a







las toxinas aisladas a partir de las especies dei
tales como la o—momorcarinia y la momorcachína-
actividades abortivas (66,80>. La primera de esta
ta tambien capacidad immunosupresora al igual que
para la RAP-S (37,80).








origen bacterianas utilizadas en la genera-
aoos han sido la toxina diftérica, aislada de
therzae (38), la exotoxinía A de Pseudomonas
las denominadas toxinas de Shíga (Siíiga—
Stú;ge//a dysenterica y de Sh;ge//a sygheae
Estas prateinas se asemejan a las halotoxinas de orí
vegetal en su estructura y en su capacidad para inhibir
sintes~s de proteínas pero, excepto las toxinas de Thi
presentan una actividad enzimática diferente (124). En su ma
cula pueden distinguir das regiones denominadas A y 13, ya
presenta actividades similares a las cadenas correspondientes
las cadenas de las halotoxinas; el dominio o región A contiene
sitio de actividad catalítico y el dominio 8 interacciona con
membrana celular a través de receptores especificas e induce
internalización de la toxina (38,39,123).
1.3.2.2. Estructura y actividad
La toxina diftérica
nasa presentan una ac
proteínas similar. Ambas
grupa ribosil-adenosina d
ción 2 (FE?) de las
reacción una molécula de
a dicho factor de clon
incapaz de interaccionar










toxina A de Pseudomonas aerugi-
de inhibición de síntesis de
catalizan la transferencia de un
(ADP—Rib) al factor de elonga-
cucarióticas, mediando en la
Esta transferencia convierte
una proteína no funcional,
ibosoma par lo que la fase de














es una proteína de 58.341 de
sintetizada par bacterias de
riae que son lisagenizadas
fagas relaccionadas con e
Su molécula está formada por tres dominios
deduce de los estudias de cristalización llevados
resolución de 2.5 A, que se corresponden con los
descritos anteriormente. El fragmento A o dominí
está formado por los 193 primeros residuos desde
terminal de la molécula, y puede ser obtenido
121) según se




















reducción de la proteína
la actividad enzimática
unión con el NAO, por
constante de afinidad
crí cond

















El segundo dominio abarca desde los aminoácidos 205 al 378 y
es cl denominado dominio transmembranal, de manera que según
sugieren Choe y col (127) tiene la capacidad de insertarse dentro
de la membrana citoplasmática y puede participar en la transícca-
ción de la proteína al interior de la célula.
Un tercer dominio,
535, contiene la región
membrana celular (127)
carbaxilo terminal del
los 50 primeros aminaáci
dicha actividad de un
presentan tambien menor
que esta proteína pie
células (31). Este domí
regiones denominadas de
tales como las inmunogí
comprendido entre los aminoácidos 386 a
de unión con el receptar presente en la
La región se localiza en el extremo
dominio, de manera que la delección de
das de esta parte de la proteína elimina
ión (129). Las moleculas deleccionadas
actividad que la proteína nativa debido a
rde su capacidad de penetración en las
rio presenta una estructura similar a las
<rollo de gelatina de algunas proteínas
obulinas, el factor de necrosis tunioral







En los últimos años ha sido descrita en la toxina diftérica
segunda actividad ADN nucícasa, no asociada con la actividad
ríbosil transferasa, que se manifiesta sobre ADN de doble
ce, es intranucleasomal y está relaccionada con los mecanis-
de apaptosís o muerte celular programada en los linfocitos
, 1 3 1)
La exotoxína A





de Pseudomonas aeruginosa es una proteína de
lecular compuesta por 613 aminoácidos en la
fueron identificados das dominios funcionales,
la actividad ensinnática y otro en el que
de unión de la toxina a las membranas de las
(1 32 ) -
En estudios posteriores, llevados a cabo por Allured y col
(133), en los que fue determinada la estructura tridimensional de
la proteína, analizando por difracción de rayos-Y cristales dc
3.0 A de resolución, se identificaron 3 dominios: un primer
dominio (1), dividida en la, que abarca desde el aminoácido 1 al
252 y al que se asocía la actividad de unión al receptor, y en lb
cnt re los ami ríoác. idos 365 a 404 un segundo dom í n o ( II 1 , que
comprende los ami tíoác idos 253—364 y que, junto can dos de las
argíninas del da¡íí~n~o 1, permiten la entrada de la toxina en las
células y, por últ~mo, un tercer dominio (III) comprendido entre
los aminoácidos 405 a 613 que, junto con los aminoácidos 401 a
404 de dominio Ib, son responsables de la actividad catalitíca
(133,134). No ha sido determinada la actividad de las aminoácidos
365 a 400 del dominio Ib (135).
Segun apuntan Psi y col (136),
de la molécula de exotaxína A es
encargado de la traslocación de
célula. Los anticuerpos contra la





más í nmunogén ¡ca
II, que es el
interior de la
producen 14 días
Las tox n rías Oh í ga han sido aisladas a partir de distintas
especies del género Sh ge/la y todas ellas presentan una estruc-
tura similar (131). Así, por ejemplo, las toxinas de S. shigae
estan formadas, igualmente, por das cadenas palipeptidicas con
distintas actividades (137). Por un lado, la cadena A can un pesa
molecular de 32.225, es la responsable de la inhibición de la
síntesis dc proteínas lfl vitro, y contiene una región sensible a
la acción de la tripsina (106), de manera que esta rotura pone de
manifiesto la existencia de un puente disulfuro intracatenario
entre das fragmentos denominados Aí y A2 (123). La cadena E tiene
un peso molecular de 7.671 (137). Ambas moléculas se unen en una
holotoxína compuesta por una cadena A y cinco cadenas 8, unidas a
través de puentes dísulfura a la región Az (123,137).
En 1988, Endo y ca
de S. dysenter ¡oc cama
cepas de Escheric/i¡a col
de proteínas en ribasama
a las proteínas tóxicas
N-glicosidico de la ade
polisomas de hígado de




í, eran capaces de
s cucariaticos can
de origen vegetal,
nina de la posición
rata. Se detectó
nucleótidos dc ARN
can anilina a pH áci









(-lan sido donados las genes de la toxina diftérica, exoto—
xitia A dc Pseudornonas, toxinas de Sh¡gel/a y otras proteínas
asociadas a estas (124).
1.3.2.3. Actividad en células
Todas las toxinas bacterianas presentan
de la síntesis de proteínas en células
su nivel dc cítotaxicidad es comparable











ter í os sun s 1 stemas c
diftérica es capaz de ínhibi
lo en células cucarióticas
(139), lo que demuestra que
los factores de elangacían
en las células eucaríóti
laramente relaccianíados




cas y en arqueobac—
139, 140).
1.3.3. Entrada en células de las toxinas vegetales y bacterianas
De algunas de
conoce cl mecanismo
las toxinas estudiadas nasta el
de entrada en las células (124).
momento, se
Estas proteínas interaccionan con
específicos, tras lo cual sufren procesos
res a los que tienen lugar en la entrada d
moléculas tales como la transferrina, el
crecimiento (EGE) y las lipaproteinas de
para los que 10 célula presenta receptores
receptores celulares
de endacítosís simila—
















Los receptor es para la cadena 13 dc la río i na y de la abr ira
ricína tienela membrana celular (141). cada
sitios de unión para galactosa (1
cadena E de la
42).
La toxina diftérica y la exotaxina A de Pseudomonas
como receptores proteínas pertenecientes a un grupa de
las can una homología muy estrecha, de aproximadamente
de peso molecular (143,144) mientras que la toxina de







La unión de la toxina diftérica a su receptor está mediada
por los aminoácidos del extremo C—terminai de su cadena E y en
ella están implidadas las serinas de las posiciones 508 y 525
(145). También ha sido demostrada la importancia de la usina de
la posición 57, y de los aminoácidos 225 a 252 de la exotoxifla A
de Pseudomonas en la actividad de unión con el receptor (147).
iras la unión de las toxinas a sus receptores
estas moléculas son internalizadas por procesos de
(124), precedidos de fenómenos de agrupamientos de las
en zonas específicas de la membrana, denominados coa
como en el caso de las toxinas bacterianas (148) o sin
necesario que esto ocurra, como en el caso de la ricina
Mientras que la molécula
y la toxina diftérica (152)









de ricina (150), su cadena A (151)
son internalizadas por completo,
37.000 de peso molecular desde el
de la exotoxina A de Pseudoraonas
Sin embargo, no todas las toxinas entran en las células por
procesos de endocitasis. Así, la internalización de la viscumina
de Viscum album no se ve afectada cuando las células son
tratadas con agentes como la 2-desoxiglucosa o la azida sódica,
que inhiben este tipo de procesos (154). Ha sido descrita la
necesidad de iones de calcio en el medio de cultiva para que
algunas toxinas, tales como la ricina, la abrina, la modecina,
la toxina difterica y la viscumina lleven a cabo su efecto
citatóxica (154,155).






la internal ización, las toxinas son transportadas
hasta los distintas orgánulos citoplasmáticos (12











realizados por Youle y Colomba
damas productores de anticuerpos
activo de la ricina, demuestran
interior de la célula se hacia di
ratura a la cual el transporte
se encuentra bloqueada, el efecto
se reducía sensiblemente. Estos
van Deurs y col (157) quienes
un 5% de la ricina es transportada
Golgi, entrando en la ruta de sin
tti (156) en















moléculas que se exportan fuera de la célula, mientras que el
resto de las moléculas acaban siendo digeridas en los lisasomas.
Hudson y Grillo (158) demuestran en linfocitos incubados en
presencia de brefeldina—A (RFA), un metabolito de Origen fúngico
que bloquea la función del Golgi, que tanto la acción de la
ricina cama la de la modecina y la abrina se ven inhibidas, por
lo que deducen que es necesaria que las funciones del Golgi esten
inactas para que se lleve a cabo el procesamiento de las
holotoxinas, mientras que no acurre los mismo con la traslocación
de la molécula a través de la membrana.
Sin embargo, la toxina diftérica desarrolla su actividad de
inhibición de la síntesis de proteínas desde las vesículas
endosómicas, sin necesidad de llegar al Golgi (124>.
Toda este proceso de movimiento de las toxinas por los
distintos orgánulos del citoplasma celular, ha de ir acompañado
de fenómenos de traslacación de las proteínas a través de las
membranas de dichos orgánulos (124). Estos mecanismos de traslo—
cación de las toxinas a traves de las membranas de los distintos
divertículos intracitoplasmático, sólo ha sido determinado para
la toxina diftérica (159).
Según describen Moskaug y col (160), el factor que desenca—
dena la traslocación de la toxina diftérica es la acidificación
de los endosomas, debido a la acción de la bomba de protones
dependiente de ATP que se encuentra en las membranas de las
vesículas endocitóticas. Así, cuanta el interior de estas vesícu-
las se acidifica hasta un valor de pH de 5.3, considerado como
valor critico, tiene lugar un cambio conformacional en las
regiones hidrofóbicas internas de la cadena B de la toxina que se
encuentran en la zona de contacto con las membranas de las
vesículas (160).
Dichas regiones de contacto son expuestas e insertadas en la
membrana de la vesícula y, simultáneamente, el fragmento A de la
toxina es traslocado al citoplasma (160), en donde el valor de pH
es entre 1 y 1.5 unidades mayor, lo que permite que la cadena A
vuelva a plegarse.
Pero los fenómenos de acidificación no siempre permiten
explicar estos procesos. Así, agentes que provocan la acidifica-
ción del interior de la célula, coma el NH~Cl o el ionóforo
monensina, protegen a la célula de los efectos de la modecina y
de la exotoxina A de Pseudomonas aerugmnosa, mientras que el
efecto de la rícína aumenta en presencia de dichos agentes (124).
1.3.5. Toxinas de origen fúngico: Aspergilinas
1.3.5.1. El género Aspergillus
1.3.5.1.1. Introducción histórica
El género As,oergi/lus fue descrito por primera vez en 1729
por Micheli en su obra Nava Plantarum Genera (161), pero no es
hasta la mitad de este siglo cuando estos hongos comienzan a ser
reconocidos como agentes implicados en procesos de descom—
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posición del suelo, coma causantes de enfermedades en el hombre y
en otros animales, como agentes capaces de producir ciertos
ácidas orgánicos y otros metabol itas de gran valor económico y
como instrumento pata la investigación de procesos fisiológicos y
patrones metabo í í cas en microorganismos ( 162
Las Asperq ¡ ¡ tus han acompañado siempre al hombre en los
distintos acontecimientos científicos, así antes de la aparición
del microscopio, habían sido consideradas como mohos blancos,
verdes, rojos o negros sin que se hiciera de ellos una interpre-
tación más sería.
El primero en distinguir entre tallos y <cabezas de
esporas fue Micheli (161). La organización desde una estructura
central de las cadenas de esporas o columnas radiadas le hacen
recordar, corno sacerdote que era, al <aspergi 1 1 mm, de aquí que
diga el nombre de Asperg iI/os para denominar a los mohos que
había observado. De esta forma, empieza a utilizar trases latinas
para describirlos; por ejemplo denomina Aspergrn líos cap ¡tatus,
capitulo glauco a una forma globosa verde a Aspergí llus cap ita-
tus, capitulo pu lío a algunos miembros del grupo de Asperg ii/os
níger. Algunos de estos nombres han sido utilizadas después coma
nombres específicos por distintos investigadores que han atrí—
buida la descripción a Micheli, corno es el caso de A. capitulo
pu? lo (Mi che Ii) Hall er (1 621
Las revisiones mas destacadas hechas de? género Aspergiiius
desde su identiticación se deben a lhom y Church, en 1926, en su
obra The Aspergí/li, en donde se recogen 69 especies divididas en
11 grupos; a Thom y Raper, en A manual of the Aspergflu; en 1945,
con 80 especies y 10 variedades clasificadas en 14 grupas y , la
última revisión de Raper y Fennelí, fíe genus Aspergí/los en
1965, en la que se describen 132 especies y 18 variedades
descritas en la literatura o descubiertas en su laboratorio y
clasificadas en IB grupos (162).
1.3.5.1.2. Clasificación del género Aspergillus
La clasificación de las distintas especies del género
Asperghlus resulta compleja debida a la alternancia de ciclos
reproductivos dentro de un mismo organismo (162,163). De esta
forma, algunas especies presentan ciclos de reproduccidní sexual
can el desarrollo de ascosparas incluidas en cleistotecios (463),
que han sido descritos independientemente de la fase asexual
Este hecho condujo a que, desde un principio, se i denít í fi caran
os estados asexuales coní O i entas espeo n es c~iiític idas dO día ti rí —
tos, géneros o-orno ¡Eurot iurn, Sartorya a Emer ?ce? 1 ¡a e incluso
Peo íc¡l]írirn (161)
Thom y Raper, en 1945, consideraron que el nombre genérico
de Aspergillus, podía ser aplicado a todos estos hongos, produje-
ran o no fase ascospórica (162). Según estos autores, para llevar
a cabo la clasificación de estos hongos, era necesaria establecer
das condiciones: 1) encontrar y describir la tase sexual del
hongo permite una completa caracternzación del mismo, y 2) es
necesario establecer 1 i miii tac iones entre nume rasos Aspergí 1 ¡os
que desar-ra 1 sri una tase sexual y aque los que río u desar rol lan
162).
En las distintas clasificaciones que se han realizado del
género Aspergiilus, sus especies siempre ha sido incluidas en la
clase Ascomycetes y han sido considerados cama hongos imperfec—
tos según queda recogido en la figura 1.3. (162,163). Así mismo,
existen gran número de sinónimas can las que se han denominados a
muchas especies de este género.
1.3.5.1.3. Descripción y morfología
Ya que pocas de las especies de Aspergillus producen
cleistotecios y ascosporas, una de las bases de su identificación
son las carateristicas de sus colónias y el detalle de la
morfología de sus esporas <162).
Para hacer la descripción de las colónias es necesario
especificar la composición del sustato en el que el hongo crece,
la temperatura de incubación, las condiciones de iluminación y la
edad de los cultivos. Sajo condiciones conocidas y uniformes de
cultivo, han de ser tenidas en cuentas características como el
color de las partes aéreas de las colónias, la pigmentación del
micelio basal y de las zonas que rodean al micelio, el promedio
de crecimiento y el diámetro de las misma a un tiempo especifico,















das características que han permitido identificar las
especies del género Aspergí? lus son la zonación y la
de fenómenos de caremia. La zonación se manifiesta como
ento del micelio en forma de anillos concéntricos, en
alternan zonas de estructuras conidiales amontonadas y
crecimiento disperso o nulo. En muchas especies, esta
supone un crecimiento alterno de las distintas estruc—
hongo, así en las especies que desarrollan cleistote—
zonas representan áreas de producción alterna de
nidiales y cleistotecios. Este fenómeno puede respon—
deplecciones periódica de nutrientes, a una producción










coremia se identifica con
y sólo ha sido descrita
cuando el hongo se cultív
estructuras similares
A. clavato—ffavus (162).
Cuando los cultivos de






la agregación de canidióforos
en A. vito/lina , en el que
a en sustratos naturales. Sin
han sido encontradas en la
lus son observados al micras—
formado par hifas difusas,
incoloras o casi incoloras,
El ciclo asexual del hongo comienza con
las células pie. Estas son células del mi
alargamiento y un engrosamiento de su pared,
parte media, un única conidióforo como una








































Subclase: Euascomycetidae ( Series:
Orden: Eurot tales
Familia: Eurot laceas









Fi;. 1.3. Distintas clasificaciones del género Aspergíilua
En la figura se recogen las distintas clasificaciones hechas del género Asperg;Ilus, realizadas por
diversos autores. En todas los casos, los miembros de este género han sido incluidos entre los
hembras de la clase Ascoaycetes y considerados como hongos imperfectos debido a que no siopre es
posible describir el ciclo seKual de las especies. Asi mismo, han sido incluidos en otros géneros coto








conidial. En la mayor parte de las especies de Aspergillus, el
conidiófaro no está ramificada, sin embargo, pueden abservarse
un número limitado de ramas en A. cervinas, A. glaucas y A.
wentti, donde puede ser sectado o no sectado.
Las vesículas a cabezas conidiales aparecen normalmente en
la parte alta del conidióforo como estructuras de forma globosa,
hemiesférica, elíptica o alargada a modo de clavo. En especies
como A. cervinas y A. furnigatus pueden formar un cierto ángulo
con respecto al eje medio del conidióforo. Sobre estas vesículas,
en las zonas que ha sido consideradas cama áreas fertiles, se
desarrollan las esterigmatas o células capaces de producir las
esporas o conidias.
Las esterigmatas se desarrollan normalmente de forma simul-
tánea y, aproximadamente, perpendiculares a su punto de origen.
Pueden estar formadas por una sala capa de células, en cuyo caso
se denominan esterigmatas uniseriadas o prophia/ides, o dar
origen a una serie de esterigmatas secundarias denonimadas ramas,








unidas entre sí por
tible. Todas las
figuras 1.4. y 1.5.
las esterigmatas da origen a una cadena no
ias o esporas, que consiste en una serie de
cciones equivalentes producidas por gemación
y separadas unas de las otras por un septo.
tomando los nutrientes de la célula parental
su tamaño y forma característicos y permanecen
un puente conectar, que puede ser impercep-
características descritas se observan en las
La reproducción sexual se desarrolla con la formacion de
cleistatecios en las especies incluidas en los grupos A. glaucas
y A. turnigatas y en algunas especies de los grupos A. ornathus, A
cremeus y A. ochraceus (162). Estos cleistatecios tienen forma
esferoidal, con peridio y ascas globosas dispuestas de forma
irregular. Cada una de las ascas contiene 8 esporas o ascosporas







cleistotecios de A. nzdulans presentan una cubierta
tíca formada por células de aspecto vesiculoso que
paredes muy engrosadas y que han sido denominadas
le (162). La función de estas células no ha sido
Sch~artz en 1928, habla de estas cama estructuras
de germinación (162).
1.3.5.1.4. Condiciones de cultivo, distribución y
de las especies del género Aspergillus
aplicaciones
Las distintas especies de
los suelos de todo el mundo, a
hongos son capaces de crecer en
su determinación son cultivados
cultiva,
(169) o
Aspergi 1 las, pueden encontrarse en
excepción de los más frios. Estos
todos los sustratas, aunque para
en agar de Czapek-Dax (166—168).
San muy pocas las especies que no crecen en este medio de
en cuyo caso se recurre a medios como el Agar-Malta
a métodos específicos de esporulación para las espécies
-Foot celí
Ng. 1.4. Estructura do los coniditforos da AspErgi>¡us Sfl
En la figura aparece representada la estructura de los conidióforos de Asperyiilus s~p. El esquema ha
sido tomado de Raper y FeneIl (162>. En A se representa un conidiáforo en el que las conidias se
disponen sobre una anica serie de células o esterigmata primaria (Pr. Sterigj, mientras Que Cfl 8 se
representa un conidióforo con esteriguata secundaria, constituida por dos series de células lSec.
Sterigj. La descripción de las demás estructuras representadas se recoge en el apartado 1.3.5.1.3. y
se designan de la siguiente forma: célula pie tFoot Ceil>, conidiáforo (Conidiophore>, vesícula o





U -Ve sic re
Conidiop!íore
A
Fig. 1.5. Detalle de la cabeza conidial de Aspergillus
En la fotografía se recoge una cabeza conidial de A. flavas a microscopia óptica. En ella puede
observarse copo, al final de] eje del cúnidiófúro, se situa la cabeza conidial a modo de
ensanchamiento La cabeza conidial da lugar a las esterigmatas, en cuyo extremo maduran las esporas
~ueen esta especie son redondeadas y ligeramente achatadas en el extremo apical.
-4
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de A. níger o A flavos (162).
La mayor í a de los Aspergí/los se cultivan a unía
de aproximadamente 250. Algunas especies, como las d





Muchos de estas hongos, producen mícotoxínas de acción
neoplásica y degenerativa como las aflatoxinas de A. flavas, o
causan micosis en insectos, animales superiores e incluso en el
hombre y pueden aparecer infectando alimentos (164). Estos
hongos, especialmente las miembros del grupos de A. 1 imugatus,
están implicados en procesos infecciosos que afectan a las vías
respiratorias de las humanos, como en los casos de aspergí lama,
aspergilosis aguda o aspergilosis invasiva (170,171).
Las especies de
mente como producto
ácida cítrica, y de
llegado a detectarse
de media de cultivo
Aspergí llus han sido utilizadas
ras de metabolitas primarios tale
enzimas como la glucoamí lasa, de










cfi ci enc ia
hongos ofrecen la posibilidad de obtener grandes
producción de distintos metabolitos que son secretados
de cultivo. Por esto, pueden ser utilizadas como
de expresión de proteínas recombinantes debido a la
de su aparato secretar (174).
El reciente desarrollo de los vectores para clonaje en
Aspergil/u.s, tía permitido la introducción y expresión de un gran
número de genes tíeteróiogos en distintas especies (174-177). Así,
han sido expresados los genes de la IL—6 (176) y la a—sarcina
(177) en A. nzdaians o enzimas como la lisozíma de clara de
huevo en A. uí¿Jger (174).
1.3.5.1.5. Aspergillus restrictus
La primera cita bibliográfica de esta
Aspergii iris se debe a Smith, en 1931 (178),
que se identificaban los hongos que causan e
algodón.
especie del género
en un trabaja en el
1 enmohecimiento del
Las colonias de estas especies llegan a alcanzar, en agar
de Czapex—Dox, 1 cm de diámetro en 10 días. Dichas colonias son
rugosas y abombadas cori las márgenes divididos y presentan el
envés de color verde oscuro. Cuando los medios de cultivo se
enriquecen can 20% de sacarosa el crecimiento es mucho más
rápi do.
Los conidióforos son
verdosos y miden entre 6 y
parte superior, dispuestas
de 5 a 10 pm par 2 a 3.5 pm.
abundantes, sinuosos, incoloras o
12 mm. Sólo llevan esterigmatas en la
en una única serie y de dimensiones
Las esporas son ci 1 indrícas o e
sas, de color verdosa y miden de 4
cabezas con idi a les presentan cadenas
hasta las 500 pm de longuitud.
Ii pt i cas,
a 5 pm por
de esporas
piriformes, rugo—
3 a 3.5 pm. Las
argas que llegan
Su distribución es cosmopolita, pero se encuentran ení muy
raras ocasiones en terrenos cálidos, y crecen a 250 Como ha
sido referido en principia, son los responsables del enmohecí-
miento del algodón y causan daños en otros cultivas vegetales
tales como en las semillas de sarghum? o de la cebada (162, 175).
Hacia los años 60, se asoció la presencia de A. restríctus
con procesos de aspergi losis en sastres mayores de 50 años (162).
Algunas de los miembros de este grupo han sido identificados como
patógenas en cerdos de Guinea y en ratones, mientras que en
conejos sólo producen lesiones transitorias de 5 a 7 semanas de
duración (162>. Ha sido descrito como productor de las sustancias
anticancerígenas mitogillina y restictocina (45,164,179).
1.3.5.1.6. Aspergí/las giganteus
Las distintas cepas de la especie Aspergí llus gíganteus
son incluidas en el grupo de A. clavatus (162). Los primeras
datas que aparecen en la literatura sobre esta especie se deben a
Wehmer en 1901 (180).
Las colonias sembradas en agar de Czapex—Oox, crecen rápida-
mente entre 24 y 26 C, a razón de 5.0 a 6.0 cm entre los 10 días
y las 2 semanas. Estas colonias se caracterizan par presentar una
extensa superficie con zonación y un micelio vegetativo sumer-
gida A partir del micelio superficial se desarrollan das tipos
de conidióforos, un primer tipo de 2 a 4 mm de longitud, más
numerosos y de desarrolla mas rápido, y un segundo tipo de
conidióforos, menos numerosos que tienen entre 1 y varias
centímetros de longitud que presentan mayor fototropismo y,
generalmente, son mas abundantes en las áreas marginales de la
colonia.
Normalmente, la parte central de la colonia se oscurece.
Estas, en principia, son de color blanco y se colorean ligera-
mente de azul verdoso que se convierte en colar verde oliva
cuando maduran las cabezas canidíales.
Las cabezas conidiales, se presentan en su madurez dividi-
das en das o mas columnas extendidas a la largo de la vesícula
que son fértiles en toda su extensión. Las vesículas suponen una
extensión de los conidiófaros que van desde 30 a 50 pm y de 100 a
250 pm en los conidióforas cortos, y de 120 a 250 pm y de 400 a
500 pm en los conidióforas largos, dependiendo ce la cepa.
Las esterígmatas se disponen en una uníca serie de 3.0 a 4.0
pm por 2.5 a 3.0 1am en la base de la vesícula, y 6.0 a 8.5 pm
por 2.8 a 3.5 pm en e? ápice. Las esporas o conidías son
elípticas y pequeñas, con un muro estrecha y dimensiones de 3.5 a
4.5 pm por 2.4 a 3.0 pm.
Algunas de las cepa de A. giganteus han sido consideradas
por distintas autores como A. clavatos (161). Raper y Fenelí
(162) aseveran que, cuando las condiciones de cultivo se alteran,
los cultivos de A. grganteus se parecen a los de A. c]avatas.
A partir de estos hongos ha sido posible aislar sus tan c i a 5
pení i c 1 iría,




imí lares a la lignina
ctívídad contra .Staphylococcus
utilizados en la síntesis de
(155) y de esterdídes (186).





Las aspergilínas pueden definirse como un grupo de proteí—
tóxicas aisladas a partir del medio de cultivo de distintas
ies del género Aspergil las (40-42,179). que son capaces de
ir la síntesis de proteinas en células eucarióticas y









algunos autores han considerado a
incluidas en e? grupo de las RIPs
debido a que presentan una activ
La primera proteína purificada de este grupo fue
sarcina (40). Esta proteína fue descrita en un princip
Olson y Goerner en 1956 (40) coma una sustancia presente
medio de cultivo de un hongo que era capaz de inhi














fue clasificada en 1960 por Beneke, de la
estado de Michigan, como una cepa de Aspergí ¡las
NOS 18894 (40), y la sustancía aislada de su medio
identificó coma una pequeña proteína de caracter
que denominaran u—sarcina por su capacidad de
imiento de las células del sarcoma 180 (40,41).
Unas años más tarde, fueron descritas otras das proteínas
que presentaban iguales características en los medios de cultivo
de das cepas de A. restrictas: la restrictacína de la cepa AECC
34475 y la niitogillina, de la cepa denominada en principio NOS
17070, y clasificada posteriormente como NRRL 3050 (42,179).
Entre los años 1963 y 1966, el grupo de Olson, patentó los
métodos de obtención y purificación de la o-sarcína (190> ¡ de la
mí tog íl lina ( 191)
Estas prote 1 nas despertaron un gran interés en
debido a su posible utilización clínica como agentes
les (41,179). La aplicación terap~utíca en modelos
tuvo e 1 cxi to esperado y durante una cecada se








publicados (40—42 , 1 79
Li estudi o de
extractos reo! i zados
os añas
antí tuma
arí i ma les
ab a rídan ó
sobre las tox mas de Asper-g 1 tus,
de los años 70 y principio de los 80
moleculares, que encontraran en ellas
distintas estudios; sin embargo, la act
Olson y sus colaboradores encontraron
volvió a ser revisada y los datos de











los ant i gerios mayor i tar íos presentes en














gil/as tuinigatuS (170), ha permitido la caracterización parcial
de un antígeno de aproximadamente 18.000 de peso molecular,
determinado en geles de poliacrilamida en presencia de SOS (PAGE—
SOS, que origina en pacientes afectados de enfermedades respira—
tor i as causadas por e 1 hongo, una elevada respuesta 1 gE ( 1 70)
Este antigeno, denominado Asgf—I, del cual ha sido analizada
parte de su secuencia de aminoácidos presenta una alta homología
con la mitagí llína, lo que ha permitido pensar que dicho antígeno
puede tener actividades similares a las descritas en las aspergí—
1 mas (170,477).
1.3.5.3. Aislamiento y purificación
Cuando Olson y col (40,41) estudiaron las condiciones en las
que el Asperg¡llus qiganteus MDH 18894 producía la o—sarcina,
llevaron a la conclusión de que eran necesarios requerimientos
nutrícíanales específicos en el cultivo (41). De esta manera,
pequeñas variaciones en la composición del media en cuanto a las
fuentes de carbono y de nitrógeno, podían bloquear la síntesis de
la toxina, potenciando la producción de un amplio espectro de
antibióticos (41).
Sin embargo, la producción de o—sarcina por parte del hongo
era altamente reproducible cuando el cultivo se llevaba a cabo
can un media de igual composición y en similares condiciones
(41) Estos; resultados fueran confirmados posteriormente por
distintos autores que han intentado poner a punto la producción
de la proteína (192).
La purificación de la proteína se realizaba a partir del
media de cultivo del hongo el cual, tras eliminar el micelio, era
filtrada a través de das resinas de intercambio iónico, denomi-
nadas Amberlita IRCSO y Amberlita XE64; a partir de la elución de
la segunda Amberlíta se obtenía la proteína (40). Este método de




Los primeras datos aportados par Olson y Goerner (40) sobre
la o—sarci na fueron que esta era una proteína con un peso
molecular de aproximadamente 16.000 y resultaba ser estable entre
pH 2 y pl-] 7
Cuando se llevó a cabo el análisis de las tres proteínas
(193—195>, la composición de aminoácidos resultó ser homóloga
entre ambas y prácticamente idéntica entre restríctocina y
mitagi 11 ma (196). Se encontraron ligeras diferencias entre estas
das proteínas y la o-sarcina, relaccionadas principalmente con
los contenidos en lisina, treonína y alanina, así como con la
carencia de metionína en la o—sarcina. Las tres proteínas son
ricas en ácida aspártico, asparagina, lísína y pralína (196).
1 a a sar cina está compuesta par una uní ca cadena pal pept i —
díca de kW residuos que contiene das puentes dísulfuro
3 0
cina y la mitogíl
tambien contienen
lentes, entre las










según se recoge en
en 20 aminoácidos,
que son 21 las di
lina tienen una secuencia de 149 residuos y
das puentes disulfura en posiciones
aminoácidos 5—147 y 75—131 (194
teínas aparecen cisteinas libres y
ados a partir de las secuencias son
de 15.867 para la mitogillína y de 1
93—195).
de la mitogillina y de
solo aminoácido situado en la
cuencia de la a-sarcina presenta
el 86% con respecto a las otras
uando las secuencias de la mi
la a—sarcina (150 aminoácidos)
la figura 1.6., sólo
distribuidas en tres regí
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Gavilanes y col (196)
restrictocina y mitogi
de extinción EO.1%,280nríí,Icríí ca
son de 1.34, 1.34 y L35 para
1 lina respectivamente.
lculados por
a—sarc i na 1
La estimación de la estructura secundaria por el método de
Chen y col (197) presentada en el mismo trabajo, proporcionó
idénticos resultados para las tres proteínas, que fueron de un
38% de hélice alfa, 32% de estructura beta y 30% de ordenación
aperiódica (196). En estudios posteriores llevados a cabo por
Martinez del Pozo y col (198) se dedujo que este casi 40% de
estructura periodica en hélice alta, parece estar localizada en
ambos extremos de la cadena polipeptídica, mientras que las
conformaciones 13 y ordenación aperiódica, se encuentran situadas
en la parte central de la molécula.
La proteína retiene
750 y hasta las 95’C,
desnaturalización de lamo
espectros de dicraismo cir
proteína desnaturalizada,
recupera el 90% de la eh
conformación nativa (198).
su conformación nativa par encima de
temperatura a la cual se induce
lécula, según puede deducírse de
cular (198). Cuando esta muestra de
es incubada a 4t durante 18 horas,


















Para obtener información sobre la estructura terciaria de la
proteína, Martinez del Pozo y col (198) realizaron el análisis
del perfil de hidropaticidad obtenido a partir de su secuencia de
aminoácidos, aplicando el método descrito por Kyte y Doohíttle
(199). De este modo, observaron que la proteína presenta tres
regiones hidrafíhicas mayoritarias correspondientes con las posi-
ciones 1—6, 95—100 y 120—140. Las tres regiones coinciden con
zonas de estructura 13-laminar de caracter expuesto, la que podría
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Los resultados obtenidos sobre la homología de secuencia y
de estructura de las aspergilinas corroboraban los datos aporta-
das por Conde y col (200) y recogidos en la figura 1.7., en
estudios de antígenicidad de las proteínas con antisueros de
conejo especificas contra muestras de cada una de ellas. Así, fue
posible observar en experimentas de inmunodifusión radial can un
antisuera contra la a—sarcina, que existe reacción parcial entre
la a—sarcina y las otras dos proteínas, y reacción total entre la
mitogillína y la restrictocina. Sin embargo, no se observó
reacción de precipitación de este antisuero con otras toxinas de
origen vegetal, como la ricina, la abrina y la PAP (200). Por
otro lado, estos mismos autores comprobaron que el anticuerpo de
conejo contra a—sarcina era capaz de inhibir la actividad tóxica
de la mitogillina y la restrictocina (200).
Recientemente han sido publicados los datos preliminares de
la cristalización de la mitogillina, realizada por Martinez y
Smith (201), en un sistema de doble cámara de difusión
vapor/líquido y utilizando metanol como agente precipitante. El
estudio de difracción de rayas X, ha dado como resultado unas
dimensiones para los grupos espaciales monocíclicos P2~ de azSO.4
A, b:z38.2 A y 13v99.8~ . La mitogillina cristalizaría en forma
dimérica en unidades asimétricas con un contenido de solvente de
aproximadamente el 46% (201).
1.3.5.4.3. Genes que codifican para las aspergilinas
La secuencia del gen de la o—sarcina, ha sido determinada
por Oka y col (243), en clones aislados a partir de la expresión
en el fago lambda gtll de una libreria génica del cONA de
Aspergí 7 las giganteas NDH 18894, usando anticuerpos especificas
contra la a—sarcina.
Así se sabe que la secuencia completa del gen de la toxina,
está compuesta por 531 pares de bases que codifican, además de
para la o—sarcina, para una secuencia de 27 aminoácidos en el
extremo N-terminal, antes de la primera alanina (243); el gen
presenta una región en el extremo 3’ no expresada, que contiene
una larga secuencia de pali A. Por tanta, la proteína estaría
compuesta por 177 aminoácidos, 27 de los cuales son eliminados
durante el proceso de maduración (243).
Este resultada confirma las observaciones realizadas par
Miller y Badley (214), según las cuales las moléculas de o—
sarcina presentes en el usada del micelio de A. giganteas MD#1
18894, no son activas sobre los ribosomas del hongo mientras que,
cuando se utilizan muestras de proteína aislada a partir del
medio de cultivo, los ribosomas de A. qlganteus y de A.
nidulans resultan inactivados.
Por tanto, el hongo produciría la proteína de forma inactiva
y la segregaría de forma efectiva cotransíacionalmente, prote-
giendo de estas forma a sus ribosomas de la acción de la toxina
(214). Un mecanismo similar ha sido descrito en las bacterias de
la especie Streptomyces aureu’s que se protegen de la acción de
antibióticos como el tiostrepton (214). Este antibiótico inhibe
41 —
Fig. ¡.1. Análisis comparativo de la reacción cruza4a entre las asperg¡linas y distintas taxistas vegetales
En la figura se recogen los resultados obtenidos en inmunodifusión radial para distintas toxinas
frente a un antisuero de conejo específico contra la a—sarcina (pocillos C de a. y b. 1. En la figura
a. puede observarse como el antisuero reconoce específicamente las muestras de o—sarcina (pocillos 1,3
y 5J, mientras que no se observa reacción con la PAP (pocillo 21, la ricina (pocillo 41 y la abrina
(pocillo 6). Por el contrario, en la figura b) se observa como el antisuero reconoce a la mitogillina
(pocillos 2 y 5) y a la restrictocina (pocillos 3 y 6), que presentan reacción cruzada parcial con la
o—sarcína (pocillos 1 y 3). Las inmunodifusiones han sido tomadas de Conde y col (200).
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la síntesis de proteínas por meti ración de las bases especiFIcas
implicadas en la unión con el ARNr 235 (214).
El gen de la rí-sarcina ha sido donado en Escheríchía cali.
Para ello, l-lenze y col (24-U sintetizaron químicamente la región
de ADN a partir de 19 oligonucícótidos que se solapan de forma
ordenada, utilizando el vector de clonaje para secreción pIN-Til-
OmpA2 y el plásniido pA2TJ-308 desarrollado previamente para la
expresión de la ríbonucleasa RNasa Ti de A. oryzae. El clonaje
se llevó a cabo en la cepa MV1190 de E. cali y la proteína
aparecia expresada en el periplasma de las células bacterianas,
de las que era extraida por sonicación (244>.
Pero la proteína recambinante era capaz de actuar sobre los
ribosomas de la bacteria, inhibiendo su fase de crecimiento
exponencial. Para explicar este hecho, se pastuló la pasibilidad
de que la a--sarcina, tras su síntesis, procesamiento y excreción
al medía, seria capaz de volver a entrar en las células a través
de poros formadas- en la membrana (213).
La determinación de la secuencia del gen de la restricto—
cina de Asperg ii/as restr ictus ATCC 34475, asi como su expresión
en A. nidalans, han sido llevada a cabo recientemente por Laníy y
Davies (177). EJ gen, denominado gen res, posee un carta intrón
de 52 pares de liases inmediatamente antes del aminoácido N—
terminal
La expresión en A. nidu/ans del gen res,
obtener una proteina activa en el medio de cultivo
este caso, las células del micelio del hongo no se
par la acción de la restrictocina la sugiere que,
ocurre con la a--sarcina, se sintetiza tambien
proenzima <177).
Las secuencias de los genes de a—sarcína y
están registrados en la Base de Datas de Secuencía
ENBL (European Molecular Bíology Labaratories), con
de acceso X53394, para el gen sintético de la a—sar
X66176, para el gen res de la restrictocína <177),
la secuencía del gen de a-sarcína está registrada en

















Recientemente ha sido donado el gen del antígeno Aspg—I, de
Aspergi ¡ ?us tum’qatus y expresada la proteína en Fscheríchsa
co/ , comprobandose que presenta un alto grado de horno log i a con
la restrictocina (477,478)
1.3.5.5. Actividad
1.3.5.5.1. Inhibición de la síntesis de proteínas
Los primeros datos sobre el moda de acción de la a—sarcina,
se deben a Schindler y Davíes en 1977 (202), quienes hablan de
la a—sarcina como un patente inhibidor de la síntesis de
proteínas en células cucariótícas a bajas concentraciones.
Sohindier y Davies
miento de r í bosomas- de
1202) observaron
levadura con la
que, tras e 1 trata—
prote iría apare(t ia un
-4-)
fragmento de ARN, de aproximadamente 320 nucícótidos. Estos
autores 1 legaron a la conclusión de que la proteína inducía .1 a
ratura específica del ARNr 255 de la subunidad mayar, y
apuntaron la posibi 1 idad de que esta rotura se produjese cerca
del extremo 3’ terminal (203). Por otra parte, y a pesar de que
Olson y col (40) no habían encontrado actividad bactericida en
esta proteina, observaron que en ríbosanías de Escherichia coh se
obtenian resultados sími lares aunque era necesaria una concentra-
ción de toxina un arden de magnitud mayor <202).
En estudios pasten
sarcina inhibe la síntesi
y eucarióticas por ínacti
del ribosoma, previniendo
catalizada por el factor
mismo, que también la
capaces de inhibir la elo
r i basomas, obten i endose
prote Y nas ( 204
ores (45,200,203) se demostró que la a—
s de proteínas en células procanióticas
vación catalítica de la subunidad mayor
la unión del aminoacil—ARNt al ribosoma
de elongación FEl. Se comprobó, asi
restrictocina y la mitogillina eran
ngacíón de las cadenas polipeptídicas en
un resultada simi lar para las tres
Aunque Schindler y Davies (202) habían señalado que la a—
sarcina no tenía actividad sobre ribosomas de hígado de rata,
Endo y Waal (45> demostraron que, en presencia de EDTA o de
puramicina-CII=, agentes que promueven la liberación del peptidil—
APNt del sitio E, era capaz de cortar el ARNr 28S de polisomas de
hígado de rata. Estos autores sugirieron que el peptidil-ARNt se
unia al ribosama cerca del sitio de acción de la u—sarcina o bien
que su unión en otra localización desestructura, de alguna forma,







análisis de la secuencia de corte de la a—sarcína
por primera vez en los ribosomas de higado de rata,
observaba que, tras el tratamiento con la prote
un fragmento derivado del extremo 3’ terminal del
un peso molecular de 161.000 y de aproximadamente
). Este fragmento fue denominado fragmento o (45).
Anal izando




nuc 1 eó t í das
partir de 1
r basomas de tu.
aprox í madamen Le,
levadura a partí
el resultada obtenida sobre distintos
0—sarcina se visualizó, en todas los
de un fragmento de languitud entre
según el sustrato utilizado (205). De
el fragmento o presentó una longui
en el ARNr 285 de polisomas de hígado
a base 0—4325 (45), de 243 en el ARNr
cok a partir de la base 0 2661
367 bases en el ARNr 255 de los










La secuenciacióri de los distintos fragmento a, obtenidos en
cada una de las subunídades mayores de ribosomas procariótícos y
eucaríótícos, permitió demostrar que la posición y ja secuencía
del sitio de corte de la 0-sarcina es correspondiente en los
ARNr de todas las especies (205). También fue secuenciado el
sitio de corte de la restrictocina y la mítogillína en ríbasomas
de cerebro de rata por Fando y col (204), resultando ser el mismo
que el de ci- sar i nc
Esta secuenr a de
r 1 ca crí pu r í nas y está
corte está Formada por 12 nucleátídos, es
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Fiq. ¡.8. Secuencia consensus del ARHr donde tiene lugar la actividad de la a—sarcina
Secuencia de corte de la a—sarcina en los ARNr largos de las subunides mayares de los ribosomas de
cada uno de los organismos referidos, incluyendo la de los ribososas que se encuentran en los
orgánulos citoplásmicos de las espécies aucariéticas. Con una flecha ¡ ), se indica al lugar exacto
de corte de la toxina. Coro puede observarse, aparecen subrayadas las bases homólogas entre cada una
de las secuencias y la de los ribosomas del citoplasma de las células del hígado de rata y de
levaduras; tarbien han sido señaladas todas las adeninas (Al que aparecen situadas en una posición




mayor de los ribasomas


















705 de procariotas (45> y 805 de
los ribasomas de mitocondrias y de
como en arquibacterias (209).
se han encontrado diferencias de una base entre la
presente en los ribosomas eucarióticos y procarióti—
ue podría explicar la distinta sensibilidad de estas
la toxina (209). Sin embargo, según demuestran Sanz y
la mitogillina y la restrictocina no son efectivas
bosomas de Sulfolobus solfatarui=us.
El sitio de corte fue localizado por Hausner y col
lazo 83 del dominio D del ARNr 235 de E. cali, de
el mapa realizado por Maly y I3rimacombe (210> (ver
A). Mientras que Letfers y col (211) lo ubican







Ackerman y col (213) demostraron por microinyección de la a—
sarcina en aocitos de Xenopus laeví que la proteína es capaz de
reconocer esta secuencia cerca del extremo .3’ terminal del ARNr
285, rompiendo la guanina 3733 y dando origen a un fragmento a
de 377 nucleótidos.
Miller y Sodley (214>, aseguran que la ci—sarcina es capaz de
reconocer el sitio de corte en el ARNr de E. ca/i y .Sacharomy—
ces cerevisiae en ausencia de proteínas y aún cuando el ARN
presente alguno de sus enlaces fosfodiester hidrolizado. El
porcentaje de digestión, en tal caso, es de aproximadamente el
doble sobre el ARNr sin proteínas que en presencia de las mismas
(214).
1.3.5.5.2. Otras actividades ribanucleásicas
La a—sarcína ha presentado
distintos sustratos como actividad
para inhibir la síntesis proteica
actividad endonucleasa sobre
independiente de su capacidad
205,208)
Endo y cal (205> y Hausner y cal (208) atribuyen a la
proteína una actividad endonucleasa específica de purinas en ARNr
desprovista de proteínas.
Por otra lado, E
sarcína es capaz de h
algún enlace fosfod
especificidad de la r
aparecen dos bandas




ellos, al distinto 9
uti lizadas.
ndo y col (205) describen tambien coma la a—
idrolizar muestras de ARNr 238 que presentan
jester roto de E. cali, sin embargo, la
otura no es total, ya que tras la digestión
predominantes. Una de estas bandas corres-
to a, y la otra, denominada fragmento ai
5’ del ARNr 235 y tiene aproximadamente 400
itud (205). Sin embargo, Hausner y col,
de reproducir estas datos debida, segura
rado de pureza de las muestras de ARNr 235
Tambien ha sido determinada la especificidad ue
sobre los nucleátidos, utilizando homopolí’teros si









y no presenta actividad
iuridílica (205).
en menor medida el
sobre los ácidas
1.3.5.5.3. Importancia del dominio a-sarcina/ricina del ARNr.
Hausner y col (208>
acción de la a-sarcina sob
tanto de la secuencia de
lazo presentaba.
apuntaron que
re un lazo del
bases como de
la especificidad de la
ARNr, debia de depender
la estructura que este
Erado y col (215) defienden que esta especificidad de la a—
sarcina sobre los ribosomas está tambien en función del dominio
del ARNr donde se incluye dicho lazo. Para confirmar este hecho,
utilizaron alígonucícótidas sintéticos, formados por 35 nucleóti—
cos y denominados 35-mer, que reproducían la secuencie del lazo
donde se incluye el sitio de corte de la a-sarcina y el pie o
vástago que une el lazo al ARNr 28S de la subunidad 60S de los
ribosomas eucarióticos. La estructura de este nocleátido sinté-
tico y los sitios de actuación de la cx—sarcina y de la ricina,
quedan recogidos en la figura 1.9. donde tambierí se recoge el
sitio de corte del ARNr 235 de Escherichia coli (222).
Los aligonucícótidos 35—níer eran reconocidos e hidrolizados
de forma específica por la proteína a concentraciones similares
a las utilizadas en ribosomas completos; mientras que esta no era
capaz de reconocer ni de hidrolizar las oligonucleótidas denomi-
nadas 20-mer con solo 20 nucleótidos, que se corresponden con la
secuencia del lazo, pero no incluyen el pie o vástago del dominio
(215).
La secuencia completa de este dominio ha si
en el ARNr 285 de Xenopus Moví (216). El sitio
a—sarcina es la 0-3733, el lazo comprende entre
IJ—3724 y C-3740, mientras que el dominio, que inc









de corte para la
las nucleótidos
luye el lazo más
y 0—3744 en el
(217) señalaron que la estructura de este lazo
eucarióticos es igualmente importante para
rícína. De esta manera, cuando se cambia en
los oligonucleótidos 35—mer la base A-4324






La hidrólisis de la 0—sarcina en la posición correspondiente
en los oligonucleótidos sintéticos, previene el reconocimiento de
la cadena A de la ricina (217>.
Modificación inducidas en los ribosomas











inhibición de la síntesis de proteínas
actuación de la o--sarcina como a la de
























































9. 1.9. Sitio de acción de la a—sarcína y de otras toxinas con actividad ribonuclease
A. En la figura se representa la secuencia del lazo del ARNr 23 S de los ribososas de ?scherichia
cvii, en donde llevan a cabo su actividad la o—sarcina y la ricina, indicado con una flecha. Así
mismo, se señalan las bases con las que interaccionan los factores de elongación FF6 o FE-I y FE-Tu
o FF—2 implicados en la síntesis de proteínas. El esquema ha sido tomada de Moazed y col (222)
8. Secuencia del nucleátido 35—ser, sintetizado por Ende y col (211) que reproduce la secuencia de
corte de las distintas toxinas en el ARNr 28S de la subunidad BOS de los ribososas cucariéticos
(216) y que incluye tanto la secuencia de corte como el pie o vástago que une dicha secuencie con el
resto del ARNr. Como puede observarse, tambien han sido se~alados los sitio de corte de la o—sarcina,








1-1 hecho de que, según Cawley y col (219), altas concen-
traciones de Mg2~ devolvieran parte de la actividad perdida a las
ribasomas tratados can ricina y que, según describe Paleologue y
col (218), tanto esta toxina como la osarcina indujeran
cambias en las curvas de desnaturalización de la subunidad 603,
permitió pensar que ambas proteínas modificaban las interaccio—
nes entre los ARNr que componen el ribosoma o entre los dominios
de ARN y las proteinas ribosomales (218,219).
La inactivación de los ribosomas par la ricina se asoció con
la desestabilización de la subunidad 603 ribosómica, demostrada
por un incremento térmico en la relajación del complejo LS-ARNr
55 (218), mientras que el efecto de la a—sarcina estaría
asociado cora una debilitación de la interacción entre los ARNr
285 y 5.85 (220).
Así pudo deducirse por los estudios llevados a cabo par
Terao y col (221), en los que se determinaban cuales eran las
proteínas ribosomales en las que variaba el porcentaje de
incorporación de N—etilmaleimida tras el tratamiento de los
ribosomas 805 con las toxinas, que ambas inducen cambios confor-
macionales en la subunidad 605 de los ribosomas de hígado de
rata. Según estos autores (ver figura 1.10. 8), las proteínas
alteradas eran la proteína L14, tras el tratamiento con ricína y
las proteínas LS y L4, tras el tratamiento con a—sarcína, todas
ellas muy próximas en la estructura del ribosoma (221).
LS y L4, que aparecen unidas entre sí, tienen un importante
papel en el proceso de síntesis de proteínas. L4 está localizada
en el sitio A y L3 en el sitio P, ambas pueden interaccionar con
el FE—2. Estas das proteínas se unen a su vez con LS, tambien
situada en el sitio P e incluida en el complejo ARNr 53—proteína
de la subunidad 603 de los mamíferos y localizada entre las das
subunidades ribosómicas (221).
Por otro lado, L14 está situada en la subunídad GOS, en la
interfase de ambas subunidades (221) y, topológicamente, coincide
con el sitio de unióra del factor de elongación FE-2. De esta
manera, los cambios estructurales inducidos en el ribosoma,
serían la causa de la posterior inactivación de la sintesis de
proteínas (217).
Desde un primer momento, la actividad de la c—sarcina se
relaccianó con fenómenos tales como la inhibición de la interac-
ción del factor de elongación 1 dependiente de la unión del
aminaacil-ARNt (FF1 o FE—Tu) (45>, la ocupación del sitio A por
el aminoacil—ARNt (203> y la inhibición de la unión de los
complejos binarias formados entre el factor de elongación 2 <FE-2
a Fe-O) y el GTP con los ribosomas (200).
Estos resultados fueron confirmados posteriormente por
Hausraer y col <208>, quien especifican que la a—sarcina, rom-
piendo detras de la 0—2661 en el ARNr 233 de E. col;, bloqueaba
específicamente la unión de ambos factores de elongación: el
complejo ternario Phe—AIRNt*FE—Tu—GMPPNP y el complejo FE-
O*GMPPNP. Las demás funciones independientes de estos factores
tales como la asociación de las subunidades ribosómicas, la unión
del ARNt al sito A y P, la precisión en la elección de ARNt en



























Fig. 1.10. Sitio de acción de las aspergilinas y de las toxinas vegetales en el ribosama
A. En la figura aparece representado el ¡apa de la estructura secundaria del ARHr 238 de Escherichra
Cali, según recogen Hausner y col (280). Cono puede observarse, ha sido ampliado el lazo 83 del
dominio D, que incluye la secuencie de corte de la a—sarcina y las bases 6—2887 y A—2882 entre las
que actua la proteína.
8. Esquema topográfico de la disposición de las proteínas en los ribosocas SOS de hígado de rata, en
el que se indicadaa las proteínas que se ven afectadas por la acción de la a—sarcina y de la ricina,
según describen Terae y col (221). La localización de las proteínas LS, [4y 114 aparecen señaladas
en el esquema con rellene a miedo de barras (ver apartado 1.3.5.4.4.).
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longación, se unen al aza del ARNr 235,
de forma exoluyente, a nivel de las
1 (208). En estas posiciones es donde
dad fosfodiestera de la u-sarcina y la
de la rícina (208,222).
Sin embargo, Brigotti y col (223) especificaron en estudios
realizadas en ribosomas de Artemia salina, que
la osarcina inhibe la unión a los ribosomas de ambos
la ricina y la valkerasina, inhiben sólo la unión del
E—2 dependiente de la unión de OTP. La unión de dicha
los ribosomas, protege a estos de la acción de la o-
de la ricina, mientras que el sitio de unión de factor
ve sólo afectado por la acción de la a—sarcina,
doce que la sensibilidad de este punta a la acción de la
aumenta cuando las rí bosamas son tratados preví amente
(223).
Según estos autores, los ribosomas quedara protegi
la actividad N—glícosidasa de la ricina y toxinas reí
cuando se incuban previamente can la a—sarcína (223>.
dos contra
accionadas
Estos datos han sido confirmados par Miller y Bodley (224),
quienes señalan que la unión del FE-O y el 002 a los ribosomas de
E. cok, inhiben la acción de la osarcina, asi cama que la una
unían irreversible del antibiótico tiostrepton, hace que la
actividad de la proteína se reduzca a la mitad. Estos mismos
autores describen un patrón similar tras la unión del factor de
elongación 2 (FF2) a los ribosomas de .Sacharomyces cerevzsiae
(224>.
1.3.5.5.5. Actividad antitumoral y entrada en células
Originalmente, las aspergilinas fueron
proteínas que presentaban actividad antitumaral
de los 28 tumores inducidos en ratón estudiadas
(41), 13 resultaran ser inhibidos por o—sarcina
Por otro lado, la mitogillina sólo resultó actív
mientras que se comprobó que era capaz de reducí
gran número de tumores de perras, tales como
adenocarcínomas, carcinomas mamarias y mastocímas
estudiadas como
(41,42,179). Así,
por Olson y col
a dosis bajas.
a en sarcoma 180
r el tamaño de
1 infosarcomas,
malignos (179).
Pero las aspergilinas se han presentado coma prateinas que
presenta una alta selectividad de entrada en las células (225—
234). Según os resultadas obtenidos en estudios sobre permeabi—
lización de membranas citoplasmátícas, algunas células como HeLa
y E3HK que no son sensibles a la acción de la u—sarcína ya que la
prateina no es capaz de atravesar sus membranas, ven inhibida de
forma irreversible su síntesis de proteínas cuando son tratadas
con virus (225) o con íonóforos del tipa de la nígerícína (226).
Par otro lado, la entrada de la o—sarcina en células infectadas
cori virus, no es bloqueada por polísacarídos sulfatadas como el
carragenan, que si inhibe la replicación virica tras la interna—
Ii zac otn 221).





mod i f 1 cari
e naturale
aun s u O
la permeabi lidad de sus membranas a macromo-
za hídrofílíca, por mecanismos cuya natura—
lucidar.
La adición de ATP externo en distintas condiciones permite
también la entrada de la 0—sarcina en las células (230). Para
explicar la base molecular de dicha entrada favorecida par ATP,
se sugirió la formación de canales acuosos que combinan su efecto
con la salida de iones y pequeños metabolitos (203). También fue
sugerida la posibilidad de que este hecho podia ser atribuido a
mecanismos de fosforilación de distintas proteínas de la membrana
celular (230,231).
Por tanta, según apunta Juberías (232), el factor limitante
de la actividad de las aspergilinas seria su capacidad de entrada
en las células. Aunque la entrada de la o-sarcina fue atribuida,
en un principio, a su interacción con receptores específicos
presentes en ciertas tipos celulares (40,235), su comportamiento
parecía sugerir que la diferente sensibilidad observada estaba
en relacción con el gran número de residuos cargados positiva--
mente que la proteína tiene y con la presencia en la misma de
puentes disulfuro donantes y aceptores, que pueden verse implica-
des en la interacción con el componente lipidico de la membrana,















experimentales desarrollados por Gasset y col
os que se estudiaba la interacción de o-sarcina
de fosfolípidos cargadas negativamente como el
atidil glicerol (OMEO), se observó la presencia
interacción de naturaleza íónica, que podian


















te té n í ca 1 242
aportados por estos autores, demuestran
ma duce la fusión de las vesículas de OMm,
de 7 y 8, causando una modificación de la
las icapas lipidicas y de la estructura de las
pene rando en el interior de la bicapa lipídica
do su estructura (239). Este proceso de fusión
es uno de los mecanismos más importantes utí liza—
procesos celulares tales como a secreción, la
a transíacación (237). Se conocen, así mismo,
de naturaleza tóxica que inducen la fusión de la
por interacciones electrostáticas e hidrofóbícas,
lo la toxina diftérica (240,241) y la toxina
Lamy y Davíes (177), definen a la restríctocína
toxina de potente actividad catalítica, de manera que
molécula libre dentro de la células puede resultar
problema que aún queda por dilucidar es cual es el meca
entrada y cual es la parte de la secuencía de la






1.3.5.6. Aplicaciones y perspectivas
Las pecu í í ares características que presentan ¿is aspergí 1 í —
han hecho pos Li le
investí gac i ón
su aplicación en diversos campos de la
Las detal ladas estudias realizados sobre su modo de acción
en los ribosamas de organismos procarióticos y eucariótícas,
permitieron elucidar aspectos relaccionados can la estructura de
los mismos y con los procesas implicados en la sintesis de
proteínas (298,214-221>.
De esta forma, de su aplicación se
la interacción de los distintos factores
localización de un fragmento de ARNr muy
fundamental para la funcionalidad de 1
localización de algunas de las proteínas
ción con la estructura del ARNr (245—248).
han obtenido datos sobre
de elongación (208), la
conservada y que parece
os ribosomas (207) y la
ribosomales, en relac-
Asi, Huber y Waoi (245), utilizando la capacidad de la o-
sarcina para hidrolizar el enlace 3’ de purinas en regiones de
ARN par el método denominado faotprintíng a de las huellas,
determinaron la asociación de tres de las proteínas ribosomales,
LA, LiS y 025, al ARNr SS de los ribosomas de E. cali. Otras
proteínas para las que ha sido determinado el sitio de unión con
las ácidos nucléicos ribosomales, han sido la proteína US humana
can el ARNr 285, implicada en la maduración del mismo (246) y las
proteínas que forman las partículas de reconocimiento de señal
(SRP), implicadas en los procesos de secreción de proteínas a
través de las membranas del retículo endoplasmático (247).
Tambien la o-sarcina fue
complejos fMet—ARNt, ya que
posiciones de ARNt, siempre
cambios conformacionales en la
249)
utilizada en la di
es capaz de di










~a de la secuencia de corte de la cí—sarc
la escala evolutiva, permite preveer que
ser utilizadas en estudios filogeneticos
ribosomas (45,209).
Las aspergí línas son una valiosa herramienta en estudios de
funcionalídad de las membranas celulares (228—239). La o—sarcina
ha sido utilizada como control de la permeabi 1 ización de membra-
nas celulares durante infecciones virales a en presencia de
onóforos (22 ~) 2 hecho de que, Fnrn~nM~~Ñ~ El según apuntan
Puentes y Carrasco (228) las prate irías penetran más fác i lmente en
células Infectadas por virus y que ha sido considerado por
Carrasco (250) como fenómeno de permeabíl ización temprana provo-
cada por virus animales, hace preveer que su cítataxícídad
aumente en estas situaciones y que puedan ser utilizadas en el
tratamiento de enfermedades infecciosas originadas por virus
(228,231
Por otro lado, permiten llevar a cabo estudios acerca de los
fenómenos de permeabilización temprana que se desarrollan en este
tipo de enfermedades. Así, según demuestran Castanys y col (234),
la o—sarc iría es capaz de reducir el número de protozoos parásitos













y Davíes <171> señalan
que cadi fican para






qu~ú las secuencias líderes
las aspergilinas, podrian
sistemas de secreción heteró
¡ /os y otras hongos fi lament
ap 1 cac í ¿u de estas genes a
molecular, tales cama la









La importancia del antígeno Asgf—l, aislado a partir del
extracto del micelio de A. fumigatus asi como de otros antígenos
de alto peso molecular presentes en dicho extracto, han sido
relaccianadas cori la puesta a punto de procedimientos diagnósti-
cas útiles en la determinación de las especies de Aspergí/los
implicadas en procesos infecciosos que afectan al hombre, como el
aspergiloma pulmonar y la aspergilosis invasiva (170,171).
La posibi lídad de utilizar las aspergi mas corno agentes
terapéuticos, ha acompañado siempre a la historia de estas
proteínas. Fueron purificadas par su actividad en gran número de
células tumarales (40--42,180) y aplicadas en el tratamiento de
tumores en animales (180).
Como se intenta demostrar a lo largo de esta
de sus características hacen de estas toxinas mal
para la síntesis de inmunocanjugados dirigidas







Hasta el momento, las aspergilínas han sido utilizadas en la
síntesis de inmunotaxinas dirigidas contra células de tumores
sólidos humanos, pero se prevee en un futuro próximo que puedan
ser aplicadas a tumores de origen linfoide tales como distintos
tipos de leucemias agudas de origen linfoide desarrolladas en
niñas (253) o en tratamiento de inmunadeficiencias humanas









realizados en estos años han sido hechos con
les producidas por el grupo del Dr. Olson y el
Pragraní del Estado de Michigan, quienes
ma a las distintos grupos (40—42). Hasta el
requerida cantidades muy grandes de material
dad de utilizarlas cama parte de inmunocon-
la urgente necesidad de producirlas en cantí—
los experimentos in vivo
Las cepas




toan gatos, por lo
La cepa original
disponible en ningún
cional, y por tanta,
producir de la famílí
muestra de la cena
cedida a nuestro 1 ab
ft>r- Eiochern íe~ de a
de las que se aislaron las
TCC (American Tyne Culture
original de Aspergí/los restr
fue identificada por ci jete
1 N[H (Natíanal Institut of







U u y e
producía la mitagullina
ratono ni en ninguna ca
única proteína original
las aspergilínas es la
g;ganteus MLle 13894
ío, por el Dr. Ulbríc
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estudios comparativos entre a secuencia y la
arc í na con otras en: í mas r í bonuc 1 easas fueron
y Waol, en 1982 (45).
Estos autores demostraron que 1
los polisomas de higado de rata,
específica que otras ribonucleasas
Ñus oryzae, la PNasa U2 de Ustil
pancreática bovina no tenian (45).
con cantidades creciente de estas
extensa digestión del ARNr, el trat
lugar a un único fragmento, resultado
única base entre las aproximadamente








a a—sarcína presentaba, sobre
una actividad ríbonucleasa
coma la RNasa Tí de Aspergí-
390 sptíaerogena a la RNAsa
Mientras que el tratamiento
ribonucleasas producía una
amiento con o-sarcina daba
del reconocimiento de una
7000 bases que constituyen
mayores homologías de secuencía encontradas entre las
mas y otras r~bonucleasas han sido obtenidas can protei—
ladas a partir de distintas especies de bacterias y de
(255—260). Estas ribonucleasas de origen microbiano,
tuyen un grupo de proteínas de peso molecular comprendido
9.500 y 12.000 y presentan, en la mayaria de los casos, una
dad especitica de purinas (255,256).
Las ribonucleasas fúngícas y micronianas, presentan un gran
porcentaje de homología de secuencía entre ellas, llegando a
valar próximas al 50%. Así, la RNAsa (JI de (Jstí lago sphaerogena
tiene una homología del 48% con la (mAsa TI de AspergUlus
oryzae y del 38% con la ANAsa U2 de Ust7 lago sptíaerogena (25?).
La proteína más estudiada del este grupa ha sido la RNAsa Ti, en
la que han sido determinados los aminoácidos que constituyen el
centro activo (258). El lugar que ocupan estas aminoácidos y el
caracter hídropátíco de la región en la que se encuentran,
resultó similar para las demás ribanucleasas (256).
El mayor porcentaje de homología entre estas proteínas y las
aspergí linas fue encontrada can la (mAsa u?, prateina de 107
aminoácidos (193,194). De esta forma, el número de aminoácidos
idénticos entre la RNAsa U? y las aspergí liras es de 36 para la
0—sarcina (194), 37 para la restríctocina y 38 para la mítogi—
lIma (193), lo que supone un 34.u %, un 64.9% y un 35.8% de
homologia respectivamente. Según Martínez s Smith (201), la
mítogil lina y la (mAsa TI presentan una hornologia del 24%, sobre
los 102 ami noác idos de ambas secueric i as que ííuedeuí ser compara-
d.>s. Las regiones en las que e 1 cj rada de hamo logia es más
e levado, se encuentran próximas a los ami ríoac idos del centro
activo de la (masa 11 (201).
Basandose en la homología de secuencía entre la o-sarcina y
la (masa U2, Martínez del Poza y cal (198) urapusieron que los
aminoácidos implicados en el centro activo de la a—sarcina,
pueden ser los siguientes: His-SO, Glu-95-Phe-9?-Pro—98, Arg—121
e His—131. Todos estos residuos, excepto la His-SO. se encuentran
situados en zonas internas de la proto iría- as zonas expuestas de
la prote ira, que estar ian cargadas n0s iT? 1 vamente seran las
responsables de la entrada en la ce) u las l ‘AS
1.3.5.7.
Algunas de las
sido utilizada en el
magnética nuclear apí
conoce su estructura
ribonucleasas fúngicas y bacterianas han
desarrollo de la tecnología de resonancia
icada a proteínas, por la que hoy en día se
tridimensional (262—263>.
Recientemente, Prior y col (264), han
quimérica que contiene los dominios 1 y II
Pseudomonas aerug;nosa (RE) y una molécula
cleasa de BacH tus amyloTiquefaciens de
presenta actividad ribonucleasa específica
construido una toxina




Esta proteína híbrida o quimera mantiene
interaccionar con receptores específicos de la
para internalizarse dentro de la célula que
dominio de la exotoxina A, pero presenta una









1.4. Anticuerpos monoclonales utilizados en cancerologla
1.4.1. Obtención de anticuerpos monoclonales contra tumores
La tecnología de producción de anticuerpos
(AcMas), desarrollada por Khóler y Milstein en 1975
la selección y la expansión clonal de una única célu
hibridoma, capaz de producir un único tipo de antí
reconocen un salo epítopo o determinante antigénico
posibilidad tecnológica hizo que los AcMos fueran







Los tumores humanos se caracterizan por la baja inmunogeni--
cidad que inducen en aquellos individuos que los desarrollan, sin
embargo, cuando son utilizados como inmunógenos en ratones o en
ratas (13), provocan en los animales una respuesta inmune que
permite obtener, a partir del bazo de ratón, linfocitos 8 que
sintetizaban anticuerpos contra las células tumorales y que serán
susceptibles de ser fusionadas con células de linfomas de ratón
(23).
Los protocolas de inmunización utilizadas en la
de anticuerpos monoclonales han sido muy variados. En




extractas del tejido tumoral, digerido con colagenasa y sometida
a tratamiento de disrupcióra por presión mecánica, y a centrífuga—
ción diferencial (272), o a partir del extracto de las membranas
de las células tumorales en cultivo, tratadas con agentes que
provocan la lisis de sus membranas, coma el glicerol (273).
Posteriormente., se recurrió a utilizar anticuerpos monoclonales
de reactividad conocida para la selección de aquellas células del
tumor que expresaban distintos antígenos o la utilización de
moléculas purificadas, como los receptores de factores de creci—
miento, receptores
ancogenes (9).
de interleucinas o proteínas derivadas de
1.4.2. Anticuerpos monoclonales contra antígenos asociados a
tumores
Los primeros anticuerpos monoclonales obtenidos, que recono—
- 56
en 1981 (11) a definir el concepto de antígenos
tumores cama aqciei las moléculas expresadas de forma
en la superficie de las células tumora les y ausentes
das en menor prepara í ón, en las células norma íes.
Hoy en dia, ha sido determinada la estructura mo
gran parte de estos antígenos. Muchos de el las se
como hidratos de carbono que forman parte de mucínas,
das y glicoproteinas de alto peso molecular de
celular (2/4,2/5). Según apuntan Miotti y col
antígenos, expresados en carcinomas de mama, resul
inmunogénicos en ratón.
Algunos de estos han sido
los grupos









1 i n foc i tos
na 1 1101 ( 281
sanguíneas ABH,
al terada
77 ) . Otras
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Lewis, Lea y Le~ , cuya expresión
en tumores de di
coproteinas descrit
1 antígeno carcino--
ar, asociada a los c
y pulmón (278,250),
gado y de testículo,
antigeno específica
asociado a carcinomas
.000 de peso molecular
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la a-tetoproteína,




















de los antígenos asociadas a tumores, se han
anticuerpos monoclonales contra un gran número de
que actúan coma receptores de distintos ligandos can
biológica conocida y que se expresan en la superficie
De esta forma, se emplean AcMos dirigidas contra el
del factor de crecimiento epidérmico (EGFr) (9,10),
receptor de la transferri na (33), el receptor de la
na ) ~ÍAC—1L2) (282), contra antígenos de Complejo
de Hístecampatibilidad (MHC)(264> y contra moléculas de
IFA 1 (283)
de estos receptores presentan una expresión muy
superficie de la célula cancerigena con respecto a
normales. Este es el caso del ECEr en distintos
origen epitelial (284), o el receptor de la IL—?,
as icucemias 1 de adultos (285<
Las proteínas expresadas por
famí 1 jas de oncogenes, son también
anti cuerpos contra
si ntet í zades contra
algunos de los mecaní
que los oncagenes se
la transformación de
los miembros de distintas
utilizadas en la <ntesís de
tumores (9). De esta
estas proteínas, han
smos de patogénesís del











La similitud estructural entre estas
par distintos oncogenes y las recepto
crecimiento, ha llevado a la conclusión
expresan para (11 chas receptores pueden
pratoancegenes 1 286 1 . Es te es el caso u






rote i tías expresadas
para tactores de
une os genes que
considerados coma
a meteí ría eroB2
el [mr ImP. Ambas
ti
proteínas presentan una expresión elevada en la superficie de las
células tumora les lo que ha permitido, según describe Gustersarí
(288> , i dentí f car subgrupos cl micos en tumores que responden de
forma diferencial a distintos tipas de terapia, utilizando AcMas
contra el las, de manera que esta es una de la forma de- terapia
más interesante,
1.4.3. Características de los anticuerpos monaclonales
1.4,3.1. Características relaccionadas con el tumor
La determinación de la constante de afinidad del AcHo por el
antígeno, es una de las parámetros más importantes que han de ser
tenidos en cuenta para su utilización in vivo e ira vitro. Así,
según apuntan Menard y col (289), aquellos anticuerpos que unen
a su antígeno con constantes inferiores a 10~ M-’ son poco
acorisejab les para su utí 1 í zac ida en nmunoteráp ¡a La determina-
ción de la constante de afinidad y del número de mo?éculas de
receptor presentes en la superficie celular, se realiza normal-
mente utilizando el método de Scatchard, aplicado a antígenos de
membrana y realizado en experimentos en fase sólida (2/39,290).
La eficacia de
constante de al a dad
células, sino de la
de dichos antigenos
das en distintos an
reconocen carcinomas
carcinomas de pulmón o
normal (14).
los AcMos está en función, no solo de la
y del número de moléculas de antígeno por
regulación a que está sometida la expresión
(14,291). Muchos de ellas, aparecen expresa--
cotipos; así anticuerpos monoclonales que
mamários, reconocen también muestras de
de ovario y, en algunas ocasiones, tejido
Heppner y col (291 ) describen coma en un mismo tumor
coexisten distintas subpablaciones de células tumarales. Estas
células son antigénicamente diferentes y tienen distinta capaci-
dad invasiva y metastatizante. Las células de las metástasis
originadas, no siempre expresan los mismos antigenos que las
células del tumor primario y, con muy pocas excepciones, un único
anticuerpo reconoce un porcentaje elevado de las células tumora-
les. Para 1-inaliza, el número de moléculas de antigeno está
sometida a fluctuaciones alo largo del ciclo celular (14).
Por todos estos motivos, en muchos casos se ha recu
la utilización de varios anticuerpos monoclonales en el
miento de deterníjasdo tipo de tumores, elegidos por p
especificidades y reactívídades complementarías W3,2$32>
rrído a
trata -
re se rí U a r
Los complejos
son i rite rna 1 í zados
endocitosís (293).
capaces de inducir









Se g ú a
rte de
le que
antígeno—anticuerpo formadas en ia
par la células por distintas mec
Pera no todos los anticuerpos monoc
la internalización de los complejos
te hecho limita la capacidad terapéut
las moléculas de ellos derivadas (293
la vascularización de los
eníentes encontrados en 1
describe Cobb (296>, los









a aplicación de los
carcinomas presentan
etapas de su crecí-
1 í breníen te a toda a
- 58 —
superficie del tumor, pero el crecimiento progresivo de las
celulas tumorales provoca la formación de nidos o senos
sanguíneos dentro dc 1 tumor. Cuando la masa del tumor sc expande,
aumenta la presión intratumoral y e movimiento de las macromolé—
cuí as a través de los vasos sanguíneos se reduce, de manera que,
estas moléculas se acumulan en el interior de los senos sangui—
neos sin que puedan distribuirse a lo largo de todo e? tumor
(296,297).
1.4.3.2. Caraterísticas relaccionadas con el anticuerpo
La utilización de
condicionada también a
bulinas a la que per
respuesta inmune que
origen muríno.
los anticuerpos manoclonales in vivo está
aspectos tales coma la clase de inmunoglo—
tenece, la vía de administración o la
inducen en humanos inmunoglobulínas de
Han sido utilizados anticuerpos monoclonales
IgM como IgO (188,265,266,293>. Para que estas
capaces de llevar a cabo su función, deben tener
ción adecuada en el organismo, de manera que es







La bíadistribución inadecuada de los anticuerpos monoclana—
les ha sido atribuida en parte a la unión de los fragmentas Fc de
las itímunoglobulirias a receptores expresado en células de distin-
tos árganas como el hígado y el bazo (296). Este hecho puede ser
solventado, en parte, utilizando aquellas inmunoglobulinas para
las que no se conocen receptores para el Fc en las células
humanas, como es el caso del isotipo £904 (299), o con la
eliminación química o genética de dicho fragmento, utilizando






de unión para estas
ensayas clínicos realizadas con AcMos en
observar que, por sí solos, eran capaces de
icrato del tumor, debido a que provocaban la
respuesta inmune celular y la activación del














procesos también resulta decisivo
nmunog 1 obul iría ( 14,298) . En conicr
actuaban a través de macrófagos,
nc al sistema de regulación ídíot
col (299) describen, en experímen
¡ve, como los isotipos más cli
complemento y de los sistemas de
los isatípas humanas 1901 e IgGS
e manera que, han sido considerad
la utilización de anticue
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ipos no conjugados en
Fc, hace que este tipo
Los AsNos ríocr.i lados en pací entes provocan, además • una
fuerte respuesta inmune de U mo humoral con a ter mac í crí de
anticuerpos di r mg idos mayar í tar í amerite canil. ra la liar Le cans tan te









respuesta HAMA (humano contra armt í cuerpo de ratón)
1 nrnunitiompeterí tos, la respuesta inmune se desa rro 1 la
a las 15 días de la primer-a inmuíimzacmón, lo que
con ti ¡mci ¿ti de 1 tratamiento 304
l’or otro lado, también puede abservarse la aparición de una
respuesta ant¡-mdiotipo en los pacientes, que puede contribuir a
un efecto terapéutico que interfiere con las efectos esperados y
que provoca graves fenómenos de hipersensibi lidad (301).
Para evitar o reducir el desarrollo de esta respuesta
anticorpal, se han utilizado agentes inmunosupresores que eran
aplicados antes o durante el tratamiento can AcHos, pero estos
tratamientos comWnadas resultaron poco eficaces (305).
La mejor solución a este problema, teóricamente,
uti lizaci¿n de AsMas humanos pero, hasta el momento
ant cuerpos presontan gran número de 1 imitaciones, como
baja estabí 1 idad dc los hibridonrías o que la mayaría









La aplicación de la ingenier
una alternativa válida a las AcMo
posible sintetizar moléculas de
una regían Fo humana y una región
ia genética
humanos. De
nmunog 1 obu 1
Fab niurina
ha permitido obtener









Gr latid i y 0<31
m, dc un anticu
clanaje dc las
ología de la re
manera, obtuv
no de clase TgM,
región variable
(307) describen la expresión en Escherzch¡a
erpo manoclonal híbrido, obtenido a partir
regiones variables de MBrI, utilizando la
acción en cadena de la polimerasa o PCH. De
icran, a partir de un anticuerpo monoclonal
un anticuerpo con la región constante humana















(308), o la p
cadena (309
ótica permití
ríog 1 obo 1 í ras
par a obterior
ha permitida, no sólo sustituir las
de la inmunoglubulina murina por regiones
r solamente las regiones CD de una inmuníaglo—
las correspondientes regiones murina (306),
Fv, que posteriormente son conjugados con
roducción de inmunoglobulinas compuestas por
- Según Winter y Mi Istein (310) la ingenie—
rá obtener un repertorio de genes variables
que hará que no sea necesaria inmunizar
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de los anticuerpos monoclonales
Los antmcuerpos nnonoclanaies din
presentada gran numero de aplicaciones.
diferenciar entre las células normales
en distintos tipos de tumores. Bartek
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de experimentos se ha evidenciada que
di st ini tas pro[) i edades fenot í p cas en 1 os
en las metástasis (291).
tos tumores presentan
carcinomas primarias y
Colnaghm y col (14), en estudios real izadas con 4 antí—
cuerpos monoclonales que reconocían distintos epitopos de antíge-
nos expresada en carcinomas infi Itrantes ductales, fueron capaces
de identificar hasta 10 fenotipos distintos. Horan y cal (313)
demuestran la modulación de distintos antígenos en cáncer de mama
y Cote y cal (314), identifican células con capacidad para
producir metástasis.
Como ha sido referido ya, han permitido reconocer productos
de ancogenes especificas. Cattoretti y col (314) analizaron
doscientas muestras de carcinomas mamários primarios usando
anticuerpos contra la proteína del oncogen p53, proteína asociada
con la col mvídad dc nucleasas involucradas en el progreso del
ciclo celular. La expresión del oncogen p53, fue relaccianada can
una expresión negativa del repector de estrógenos y una expresión
positiva del EGE, y permitió evaluar un nuevo parámetro en el




mi e ni tras
mismo Horan Hand y col (315> utilí
p21 ras producida par el oncogen
ma se encontraba en el 50% de los
que no aparece en las metástasis.
zendo AcMos contra la
ras, descubrieron que
carcinomas primarios,
Por otro lado, han permitido definir la estructura de gran
número de olígosacáridos de la superficie celular de los tumores
(316,317). Estas moléculas actúan como receptores en funciones de
estimulación mitogénica de las células, y funcionan en la
modulación de ciertos receptores de naturaleza glicoproteica como
los receptores de las factores de crecimiento (318).
Los anticuerpos monoclonales contra tumores
en gran número de técnicas de diagnóstico y
procesos carcinagénícas. Su utilización en técnicas
toqu imi ca, ha permitida un diagnóstico diferencial
ría de las muestras de tumores humanos que no
diagnosticados c-orí certeja con métodos histológicos
particular, han permitido definmr marcadores asociado
original (319) y la discriminación entre distintos
tumores como los caro i nomas anap 1 ást i cas y 1 infamas de










Aquel los ant í cuerpos que reconocen receptores para hormonas
han supuesto un val ioso método en técnicas de í nimuríoensayo 1 14)
Par otro lado, los antisueros convencionales han
sustituidos por AoNios en mnmunoensayos para la detección de
posibles antígenos asociadas a tumores en el suero de paciera
asíntamáticos, lo que ha permitido eliminar las desventajas
la variabilidad observada con las antisueras policlonales, deb
al aumento de la especificidad y sensibilidad con este ensa
Así, por ejemplo, se usa el anticuerpo 00125, que muestra
pasibilidad de monítorizar los tumores ováricos, y el antícuer
19-9, que permite la detección de los los adenacarcínamas
tracto qasír om ntost iría 1 bajo ( 14 ) . l.esa 1 nr tiJriadaaíente , río













ca rs 1 ti úní dc mama , y a que éstos sC lo se detectan en el suero de
pací eri~ es on erit erniiedad muy avanzada( 14)
lien o el nnayo r interés de las A<oMos ría si do su ut. i 1 í zao i óní en
1 a t -U IP í a con ti> a cli st í nitos timpas de tunniores debida a la alta
espe t t i dad que presentan por las sé 1 u las tumnmora les. Como ha
si do t omeí t ada ariSco ornien te, los AoNios Lueron ut í 1 izados en un
príno pmo por su capacidad para mli Lii r el crecímíento de
detcrnní nado tipo de tumores, debido a que eran capaces de inducir
una respuesta inmune celular y una activación de complemento
(15).
Una de las técnicas más interesantes utilizadas en
ha s~do la producción de anticuerpos biespecificos (5
anticuerpos están formados a partir de la reasociación
cadenas de das inmunoglabulínas diferentes, de manera q
unía de los tr¿ígmc¡í tos Fab pr-esenta esper í f ícm dad por un
dist <mEcí (5). Los AoNios biespecít<ico; han sido obtenidos
dc la reducción dc los anticuerpos parenta les (253) o por








Así, han sido utilizados AoNios biespecificos dirigidos
contra antigenos expresados en la membrana de los linfocitos 1
citotóxicos y antígenos asociados a tumores (4,323) o que
presentan especificidad contra toxinas, como la gelonína, y
contra arí ti gerios le sé 1 u las de leucemia aguda 1 i rífó ide ( 253) . En
el primer caso, la unión del AoNio al receptor de los linfocitos
activa la respuesta ci totóx i ca que se desarro 1 la sobre las
células del tnmc=r, en el segundo caso, el anticuerpo monoclonal
se utiliza de transportador para la toxina, sin necesidad de
recurrir a la unión química de ambas moléculas.
Por último, han sido conjugados con proteínas de natural
tóxica (15,324), con radioisótopos emisores de radiaciones lA
(6) y con drogas capaces de inhibir la división celular, como
derivados dc la vínca o distintos agentes quimoterapéut
(4 , 10 ) . Este grupo de fármacos se de dom í ¡ia genér í cameníte can






1.5. Reactivos de Unión
1.5.1. Defínmción
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Las primeras conjugados fueron realizadas utilizando com-
puestos químicos que inducían la agregación de las moléculas de
anticuerpo con las moléculas de toxina, así, se emplearon agentes
como el di—isotiacianato de tolueno (TOIC) (20) o el glutaral--
dehido, a una concentración final del 0.04% (19>, en la conjuga-
ción entre la cadena A de la ricina y anticuerpos monoclonales
contra células de linfoma (19>.
En 1977, Carlsson y col (326) utilizaron agentes bifuncio—
nales para la conjugación de la ARNasa pancreática y la albúmina
sérica bovina (ESA), demostrando que ambas proteínas mantenían
sus propiedades nativas tras la conjugación. Estos agentes
bifuncionales fueron definidos como moléculas con dos grupos
reactivas, capaces de reaccionar con las cadenas laterales de
algunos aminoácidos, permitiendo la formación de puentes o
uniones intra e intermaleculares (325).
Estas reactivos fueron incorporados rápidamente a la sínte-
sis de inmunotoxinas, ya que, según apuntan Jansen y col
(22> permitían llevar a cabo métodos de conjugación que imitaban
a la naturaleza, creando un puente disulfuro o un enlace
tioeter, al igual que los que existen entre la cadena A y la
cadena B de la ricina (15). Par otro lado, las uniones a través
de puentes disulfuro, resultaban ser reversibles era presencia de
agentes reductores como el 2—13—mercaptoetanol (15,325).
En los últimos años, la aplicación de la ingenieria genética
a la síntesis de inmunotoxinas ha permitida la expresión en
distintas cepas de Escheríchia coN, de los genes que codifican
para las toxinas completas a para los fragmentos activos de las
mismas, unidas a las cadenas ligeras de los anticuerpos manado--
nales (32), a hormonas (327) y a inteleucinas, como la IL—2 (328>
y la rL—e (36> En estos genes ha sido incluida una región de ADN
que codifíca para un pequeño número de aminoácidos que actúan
como elementos de unión, por lo que los agentes bifuncionales han
sido sustituidos por puentes amino (32,36,327,328).
Algunos de los agentes bifuncionales mas utilizados en la
síntesis de inmunotoxinas quedan recogidas en la figura 1.11.,
mientras que en la figura 1.12., se muestras los tipos de enlaces
que se establecen entre la molécula de inmunoglobulina y la
toxina.
1.5.1.1. Agentes bifuncionales que introducen puentes disulfuro
(S-S)
Los agentes bifuncionales más uti 1 izados que introducen
puentes S—S, han sido el N—succunimidil-3-(2--piridilditio) pri-
pionato (SPDP) (326) y el 2—iminotiolano hidrocloruro, (2—IT)
(329,330). Un agente similar al SPDP, el N—succinimidil—3-(2
piridil—ditio)butirato a SPDB, fue sintetizado por Worrell y col
(331>, aunque lo resultados obtenidos con dicho agente no fueron
claramente explicados.
La reacción de conjugación a través de SPDP, transcurre en
das etapas: en primer lugar, la estructura 2—piridil disulfuro
del SPDP, se introduce en la proteína por reacción de su grupo
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Fig. 1.11. Agentes bifuncianales utilizados en la síntesis de insunatoxinas
En la figura se recogen algunos de los agentes bifuncianales utihzados en la
inmunotoxinas, agrupados en función del tipo de enlace que introducen. Los nombres
recogen en el texto (ver apartado 1.5.1). Junto a cada unode ellos, queda indicada
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Par esta razón, han sido utilizados
incorporar grupas SU libres a las tox
completa (281,334) se hace reaccionar con
fmidraxi—suocinimida (NiES> y, posteriormen
libres introducidos en la molécula de ant
recurre a hacer reaccionar la toxina, al
manoclanal, con SPDP, como es el caso
sintetizadas con la saporína (335) o con
distintos métodos para
mas. Así, la rmcina
ría le imí doben za il—N-
te con los grupos Mal
icuerpo (281,334) o se
igual que el anticuerpo
de las inmunotoxinas
la o-sarcina (189).
Para elegir el agente de unión más apropiado en cada caso,
es necesario determinar los distintos parámetros de reacción
(326). Dc esta forma, es importante tener en cuenta la relacción
molar entre 1a proteína y el agente bifuncional, el pH a la
fuerza iónica a la que se lleva a cabo dicha reacción (326,333).
En cada caso, estos parámetros han de ser determinados previa-
mente, de manera que se utilizan, generalmente, excesos molares
de entre 10 y 30 veces en la reacción de los anticuerpos con SPDP
(333), mientras que estas proporciones se reducen a valores de
entre 3 y 5 veces exceso molar para otros agentes caría el SNPT
(336)
La longitud del enlace introducido entre ambas
uno de los puntos considerados más importantes (15).
introducidos utilizando moléculas de SPDP tiene una 1
4 átomos, por lo que fueron ensayos reactivas de
permitían la formación de puentes disulfura de hasta
longitud, como el ácido /—azo—8—oxo—l0—(—2—piridild
noico (15). Estas enlaces resultaban más inestables
tían aumentos en la actividad de los inmunoconjugados
celulares, por lo que se consideró que no supon


















rí í ng u n a
Los principales problemas derivados de la utilización de
enlaces tioéster o 8—8 en la producción de inmunotoxinas han sido
atribuidas a la alta reactividad que presentan los grupos SH
introducidos (333). Por un lada, es posible observar zo vivo, que
estos enlaces pueden se reducidos antes de que las moléculas
lleguen a unirse a sus células diana (1221; por otro lado,
algunos autores defienden que la introducción de este tipo de
enlaces inducen la formación de agregados de alto peso molecular























Fig. 1.12. Tipos de enlaces establecidos entre los anticuerpos monoclonales y las tcxinas
En la figura se recogen los distintos tipos de enlaces que se establecen entre los anticuerpos
monoclonales y las toxinas, dependiendo de los agentes bifuncionales con que se hace reaccionar la
inmunoglobulina. Los agentes 211 y SPDP permiten obtener puentes disulfuro entre las das goléculas
mientras que SNPT, SNSr y SET introducen enlaces S—S protegidos, ya que presentan un grupo fenilo en
el mismo carbono que soporte el enlace y un fenilo en el caso de SMPT y SMBI, según describen rhorpe
y col (335). Por último, SALA da origen a un enlace C—S cuando ser hace reaccionar con la toxina
unida a SU 1458).
66 —
la reacc ion dc cori j ugac i ón < 333
Según Thorpe ¡o-al <336), la utilización de agentes bífun—
cíanales como el SfrIBV (sodio S—4—succinimidil-oxi-carbanil—a-
metíl bencil ciosultato) y SMPT (4—succínímdíl oxícarbonrl—a—
metil—o(2 pirmdíl dítia) tolueno) evitarían los fenómenos de
reducción a que están sometidas las inmunotoxinas. Can estos
agentes, un grupo metilo y un anillo bencéníco se unen al átomo
adyacente al carbono que soporta el puente 5--5, protegiendo a
dicho enlace del ataque de los grupas tialato (336).
1.5.1.2. Agentes bifuncionales que introducen enlaces tiaeter
(c—S)
El segundo grupo de reactivos utilizados como agentes de
unión, han sido aquellos que introducen enlaces C-S o tioéter.
Los primeros agentes de este grupo utilizados fueron el ácido 6-
maleimidocaproíco y sus derivados, que proporciona un enlace con
una languitud ce 9 átomos y las inmunataxinas sintetizadas can
la cadena A de la ricina mantenían tan sólo un 30% de su
actividad en sistemas acelulares (15).
Posteriormente, sc han utilizada agentes coma el N—succini-
midil—S-acetiltio acetato (SAFA) (333), el sulfa sucinimidil 4—
(p—rníaleimidofeníl) butirato (SNiPS) (337)0 el éster m-maleimidi—
benzoil—N-hídrcxís,uccinimida (NiBS) (281) para introducir este
tipo de enlaces. Estos agentes, al igual que aquellos que
introducen puentes sidulfuro, reaccionan con los grupos NH2 de
las cadenas laterales de determinados aminoácidos (333).
Cuando las moléculas de toxinas no presentan grupos SH
libres, la conjugación se realiza haciendo reaccionar el AcMo
can SAlA (338) y posteriormente se une a la toxina previamente
iodoacetilada (339).
Según Dasio y col (333), los agentes que introducen enlaces
C-S permiten solucionar algunos de los problemas derivados de la
utilización de puentes 5-5. De esta forma, se evita la formación
de agregados de alto peso molecular entre moléculas de AoNia y se
previene la unión inespecífica de las inmunotoxínas a la membrana
celular; además estos reactivos permiten largas penadas de
conservación debido a que los grupas tíascetí lados incorporados
a la mal écu la no sari reactivos y los enlaces íntcocluc~dos pueden
cansíderarse como enlaces inertes.
1.5.2. Problemas derivados de la utilización de ambos tipas de
enlaces
Existen gran número de datos contradictorias sobre el
comportamiento y la estabilidad de las das tijas de enlaces
introducidos en las inmunotoxinas. Así, los conjugados realizados
con enlaces tíoéter entre AcHa contra carcinomas mamarios y la
cadena A de la r moma, resultaran unas doscientas veces níenas
tóxicos in vltro que las que se llevaron a cabo utí 1 izando un
puente disulfuro (340,341), mientras que, inmuncioxmnas realiza--
das entre ant í cuerpos monoc 1 anales contra gua l 1 no oc tumores y
a exotox í na A de Paendomonas aeruq masa preser tan una s mmi lar
(1
actividad citotózica (342).
Mashuo y col .?i41) hablan dc la conveniencia de utilizar los
puentes di su 1 furo en las m nmuníotax í nas real izadas cotí cadenas A
de las toxinas de doble cadena o con las de una sola cadena
debido a que, para conseguir la maxíma citotoxicídad, estos
puentes di su 1 furo han dc ser reducidas dentro de las células por
compuestas tales como el glutatión reducido, presente en el
interior de las células y que contiene grupas dísulfuro reactivos
capaces de reducir a otras moléculas.
Esta hipótesis ha sido discutida par numerosos autores, ya
que no se ha podido demostrar can claridad que los puentes
disulfuro sean accesibles a la rotura in vivo. Así, Ramakrishnan
y Houston (122) demuestran que mnmunotoxinas sintetizadas con la
toxina PAF’, sc mantienen intactas en circulación después de 20
horas tras su inyección por vía mntraperitonea) en ratones.
Tampoco ¿3jorn y o-al 342), han observada di fercnc mas entre el
aol aranmiento de los conjugados realizados con exotox na A de
Rseudomonas unidas a anticuerpos monaclanales a través de
puentes dísuifuro, con las unidas por puentes tioétcr.
Por otro lado, Ihorpe y col (336) afirman que, agentes como
el SMPT o el 5SF’?, evitan la reducción observada ¡o vivo dc las
puentes disulturo. De esta manera, tras 8 horas de inyección, las
inmunotaxinas realizadas con la cadena A de la nc-ma y el
antí cuerpo monoc lonal OX?, que reacciona con Thy 1 . 1 dc ratón,
unidas a través de moléculas de SNiPT, se mantienen en circulación
en un 50% dc la dosis mnoculada, mientras que, en igual tiempo,
sus homólogas realizadas con SPDP se han reducido por completo a
los componentes originales (336>.
Las causas de la
son aún bien conocida
más directa a la que





craz í mát í cas
telídos del
reducción de las inmunotoxínas en plasma no
s. Distintos autores hablan de que la causa
puede atribuirse este proceso de reducción
las de glutatión reducido (05tO. EH GSH, que
parte de los grupos SF1 libres presentes en
es sintetizado continuamente por cl hígado y
dc concentración de 24 pNi (330). La reducción
ugados ha sido relaccionada tambíen con actividades
de t í PO reductasas presentes en algunos organos a
organismo, como el hígado (343).
Posiblemente, según apuntan Ihorpe y col (336),
considerarse cierta esta hípatesis de que las ca
atacados in vivo, ligeramente, por las moléculas
embargo, las inmunatoxínas son retiradas de oír
procesos en los que no apa recen envueltos mecanismos
de moléculas de oxigeno como cabría de esperar.
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cl crí 1970 ( 20 ) entre ant í cuerpos que recono-
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os —
Las moléculas híbridas
la síntesis de proteínas en
dosis de 100 pg/ml, mientras
de inhibición del 20% en cél
lentes (20).
resultantes eran capaces de inhibir
el 60% de las células tratadas, a
que, sólo presentaban un porcentaje
ulas no infectadas a dosis equiva-
Unas añas más tarde, en 1976, estos mismos autores
a cabo las primeros experimentos en animales, en las
demostraba que los conjugados realizados can distintos
pos dirigidos contra células tumorales y moléculas de
de toxina diftérica, eran capaces de proteger a los













esta misma época fueron utilizadas distintas k>ormonas o
como agentes transportadores de toxinas que, de esta
ran dirigidas contra subpoblaciones celulares, y en
contra células tumorales (345,345). Pero en todas los
agentes que mostraron una mayor eficacia fueran los
capaces de reconocer antígenos de la membrana celular
Una vez iniciado el usa de las inmunotoxinas como
su desarrollo dependía de la disponibilidad de anticu
reconocieran de forma específica los tejidos tumorales
aplicación de las técnicas de cromatografía de afíní
antísucros convencionales (347), en un principio y,
mente, la utilización de los AcNios (23), permitieron







De esta manera, se consiguió aumentar los factores especifi-
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aumentar
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utí 1 izaron anticuerpos manoclonales fueran
col (15), quienes emplean anticuerpos de clase IgM
antígeno Thy 1.2 de linfocitos T de ratón; Royston y
que usan el anticuerpo TíOl , una IgC2a que reconoce
na de 65.000 de peso molecular, presente en linfocitos
e mnmaduros humanos; a Brown y col (349), can el
96.5, dirigida contra el antígeno PS? asociado a
entre otros. Aunque la mayaría de estos anticuerpos
es estaban dirigidas contra antígenos expresados en
de origen linfoide, también fueron utilizados AoNios
contra tumores sólidas, coma los obtenidos por
y col (265) contra carcinomas de colon.
largo de estas añas, la composición de
a modificada en función a los problemas
mo vivo, tanto en animales como en el
han utilizada distintas toxinas y anti
se ha recurrido a estrategias como
de sus componentes a la ingeniería
la eficacia de las moléculas aplicadas







a la terápía de
— §0
1.6.2. Tipos de inmunataxinas
Las primeras- mrímunotoxinas fueron sintetizados utilizando
moléculas de toxinas de más de una cadena de origen vegetal y
bacteriano, compuestas por das cadenas o regiones A y E
(19,20,22)
Estas moléculas mostraron un alto grado de toxicidad no
específica (19,20> que fue atribudida a la unión de las cadenas
8 de las toxinas a las receptores presentes en células de tejidos
distintos al tumor (22), de manera que, enseguida empezaron a
utilizarse sólo las cadenas A o los fragmentos correspondientes
en las que se lacaliza la actividad enzimática de la proteína
(346).
Así, se prepararon inmunotoxinas con la cadena A
rícmna (22,270,271,332,354), de laabrina (354) yde la
diftérica (355,356), a con el dominio A de la exatoxina




La utilización de las cadenas A de las toxinas,
fuera necesario disponer de material altamente purifi
que, pequeñas contaminaciones de cadena 8 interferí
actividad de los congugados (31). Para evitar la tedm
de purificar las cadenas A, se empezaron a utilizar 1
del grupo de las RIPs de tipo 1, carentes de dominí
las célula, pero con características estructurales







os de unión a
y con activi-
vegetales y
Se han utilizado toxinas como las PAPs de Phytc,1aca amar;-
cana (122,357,358), la gelonina de Ge/oniummu)tiflort¿m (31,359—
361), la saporína de Saponaria ofifloina 1¡~ (253,335), la briadina
de Bryonza du=;ca (362), la momordina (359~362) y la momorcachina
de Nlomord;ca oharantia (66), el inhibidor de la cebada de
Hordeum va/paris (363), la trícosantína de Trofriosanthes Ami /o-
wn (364), la lufina II de Luffa aegyptíaoa (365) o la viscumina
de Viscum a/bum (366), cuyos conjugados han sido denominados
í nmunotox i na1; de cadena A ( 31
Par otro lada, la presencia de hidratas de carbono en la
cadena A de las toxinas vegetales, que interaccionan con restos
de manasa presentes en las células de distintos órganos, como el
hígado o el ha/o, hizo que se recurriera a la degí icosí lacián
qu imí ca de las toxinas (69), de manera que, se ha utilizado
frecuentemente a cadena A de la r i ci no deg i cosi lada en la









Blatter y col (31), puede ser importante que
utilizadas en clínica presenten niveles de
ables a los que presentan las toxinas nativas,
mayar sea el número de pacientes que han de
este hecho, estos autores consideraron que las
das a este tipo de terapia eran las toxinas de
presentan receptores específicos en la célula
cidad determinados (31).
En los expe r m mentas que rea 1 3 zaron
observd que estÁ toxina, compuesta de una
con !M gelonina,










le de stifr ir un escape a través de a b i capa
que el número de moléculas necesarias para nhi





tanto, fueran uti 1 izadas toxinas con mas de una
en las que la toxicidad no especifica derivada de la
era completamente bloqueada con moléculas de galactosa
(31 ,367 368).
El bloqueo de los sitios de unión a galactosa de la cadena E
permitió obtener, según Eilipovich y col (367), inmunotoxinas
eficaces en la purga ex vivo de las células T de la médula ósea
de pacientes afectados de procesos de leucemia aguda. Wawzynczak
y col (368) demuestran, que inmunotoxinas realizadas con la
molécula de río na bloqueada can galactosa y el anticuerpo Ni—
TiSí , que reconoce el antígeno CD4 en células 1 línfoblastóides
de la línea oelular LEN, resultan unas 100 veces más activas que
las inmunotaxinas realizadas can la cadena A y el m~smo anti-
cuerpo.
Los efectos citotóxicos inespecificos observados en las
inmunotoxínas, no sólo fueron atribuidos a la toxina, ya que
estas moléculas eran capaces de actuar en aquellas células que
presentaban receptores para el fragmento Fo de las inmunoglobuli—
nas (300). Por esta razón, se empezaran a utilizar los fragmentos
Fab’ y E(ab’ ½de los AoNios, obtenidos por digestión enzímática,











y la cadena A
6 (295) entre
ratetizado inmunatoxinas con
oNo 35 y la cadena A de la
can fragmentos E(ab’)2 del










la cadena A de
la exotoxina A
han sintetizado














timos añas, han sido sintetizadas gran número de
utilizando moléculas de toxina recombínante como
la rmcína (91,353), la toxina diftérica (35,352)0
de Pseudomonas aerugniosa (32,350) e, incluso, se
moléculas de inmunataxinas completas, expresadas
,352). El clonaje y la expresi6n de los genes de
dc los AoNias, permite modificar la actividad de
y aumentar las pos ib 1 í dades de su ap í i cao í órí en
de la cadena A de la nicina, permítio obtener una
or completo de restos de azúcares, que presentaba
que la molécula degí icosi lada químicamente (91
utilizada en ensayas clínicos contra carcinomas
ha expresión del gen de ia toxina diftérica ha
obtener toxinas unas 10.000 veces menos activas que
original, denominadas CRM1O7, que presenta reducida su
de unión a las células, pero que ret.íene la cap
internalizacmón y su toxicidad como ADP ribosílasa
nmuiotox i nas sí ntet izadas con estas prote lumas mutadas








inespecifica sobre las células no diana (370).




para las regiones Ev de 1
pos manoclonales rmíurinos
que contiene la región
(32,350,351)
del gen que expresa
se han obtenido mal
ería genética. Los
cali, contiene los
as cadenas pesada y
y el fragmento del
que codifica para





sen la exotoxina A,
el dominio activo
Estas distintos tipos de moléculas hibridas han
esquematizados en la figura 1.13.
sido
1.6.3. Purificación de las inmunotoxinas
El resultado de la reacción de conjugación entre un AcMa y
una toxina es la obtención de las inmunotoxinas junta can las





















í i mi nar
de las inmunotoxinas se
rafia de filtración en
utilizado resinas como
(122) o Sephacryl 8—300
la fracción de toxina no
Pera, en aquellos casos en los que el rendimiento de
conjugación es bajo, el número de moléculas de AcMo libre,
presentes en las fracciones eluidas de las columnas de filtra-
ción, es muy elevado (359), Esta tracción de AcHa libre reduce
considerablemente, ir vitro, la potencia citotóxica de las
inmunotoxinas (371,372), ya que ambas fracciones compiten por
la unión a los receptores de la membrana celular (373).
De esta manera, han sido ensayados distintos procedimientos
como segundo pasa de purificacion de las inmunatoxinas, tales
como cromatografía de afinidad con IgG específica contra la
cadena A de la ricina, unida a Sepharosa 48 (374), distintas
resinas de intercambio iónico para las conjugados realizadas con
la gelonina y la saporina (375), cromatografía de afinidad en
sistema HPLC para la cadena A de la abrina (376) y cromatografía
de afinidad en Blue Sepharose CV-GB para los conjugados realiza-
dos can la cadena A de la ricina y, nuevamente, la cadena A de la
abrina (254,354>.
En este última procedimiento se aprovecha la
interacción de algunas de las toxinas de naturaleza
colorantes triazinicos inmovilizadas (187). Esta
sido comprobada en las cadenas A de la ricina y
(354>, en la toxina diftérica (377), en la gelonina







que la momordina y
ESGA, las inmunotox
dad de interacción,
según demuestran Cumber y
la gelonina interaccionan













































3 PE 48’ -
3 . Beneración de
Imunotaxlnas
Fig. 1.13. Distintos tipos de inunotoxinas
En la figura se recogen, a modo de esquema, los distintos tipos de inmvnotoxinas que han sido
sintetizados. La clasificación en generaciones corresponde a BlAttler y col (31j, de donde han sido
tomados los esquemas A y fi, El esquema C se corresponde con la molécula, obtenida por ingenieria
genética, que contiene el fragmento del gen de la exotoxina A de Pueudomonas ¡eruginosa que codifica
para su región activa (PF4OJ y los genes que codifican para las de
un anticuerpo monoclonal anti—TAC, receptor de la lL—2, y está
regiones Va y Vi del fragmento Fv




caso de la gelonina, y de hasta un 75%, en el caso de la
momordina. Estos autores sugieren que la unión con el AoNio
modifica la capacidad de interacción de las toxinas con el
colorante, de manera que, la columna sólo es capaz de retener a
aquellas inmunotoxwas que presentan más de una molécula de
toxina por molécula de anticuerpo rnonoclonal.
1.5.4. Actividad de las inmunotoxinas















Stirpe y col (362) estudiaron la inhibición de la
de proteínas, en lisada de reticulocitas de conejo, de
xinas realizadas con la briodina y la momordina y el
monoclonal 0X7, que reconoce linfocitos 1, calculando
tración de proteína necesaria para inhibir el 50% de la
y en condiciones reductoras. Estos autores observaron
reacción con 8209 no alteraba la actividad de las
















$ intes i s
que la
toxinas,
a hasta en un 20%.
sugirió que ambas toxinas, al igual que ocurre con
y la saporina (335), cuando forman parte de las
han de liberarse del anticuerpo monoclonal para
cabo su actividad enzimática (352).
col (379) y Wawrzynczak y col (189) demostraron
similares, llevados a cabo con inmunotoxinas
Mb 75, AcMo dirigido contra las células EJ de
iga humano, y la cadena A de la ricina (379) y la
respectivamente, que no se aprecian variaciones
en la actividad de inhibición de síntesis de
ninguna de las das toxinas.
La valoración
lineas celulares en c
mentas de inhibición
Para ello, se dete
aminoácidos marcados
incubando las cultivos con
(189,359,362), pral i na
marcada con azufre 35 (8
de la actividad de estas moléculas sobre
ultivo se realiza, normalmente, en experi—
de la síntesis de proteínas en las células.
rmina el porcentaje de incorporación de
a las proteínas sintetizadas de novo,
leucina marcada can tritio




ia para inhibir el 50%
proteínas en las células ensayadas, definido
1050 (337>, y que supone la concentración
supervivencia del 50% de las células. Blatt
utilizan el valor 103?, como índice de la
toxina que permite la supervivencia del 37% de
Casellas y col (380) utilizan el concepto lOso

























90% de la síntesis de proteínas en células.
Mientras que las inmunatoxinas realizadas can toxinas de




menores o iguales a las
das con sus cadenas A o
activas sobre las célula
toxinas a anticuerpos
citotóxica aumente desde
hasta valores entre 10-1
366,381)
toxinas nativas, los conjugados realiza—
con toxinas de una sola cadena, son más
5 que las toxinas. Así, la unión de estas
manoclonales, hace que su actividad
valores de ICso de aproximadamente 106MO Ni y 1012 Ni (189,335,330,342,362,365,
Este hecho ha permitido aplicar los conceptos de Factor
Especifico (15,21,332,380> o Indice Terapéutica (187) definidos
como el cociente entre el valor de ICso obtenido para la toxina y
el valar de lOso obtenido para la inmunotoxina sobre la misma
línea celular.
Otras métodos utilizadas en la valoración
dad de las inmunatoxinas han sido la estimaci
células a de la capacidad de proliferación de 1
tratamiento a distintos períodos de tiempo (8,
casos, se utiliza tambien el concepto de ICso
de proteinas que reduce el número de células
de la citotoxici—
ón del número de
as mismas, tras el
281,370). En estos
como concentración
a la mitad (8).
La eficacia de ambos métodos, inhibición de la síntesis de
proteínas e inhibición de la proliferación celular, ha sido
discutida par distintos autores. Según señalan Sung y col (370>,
determinados conjugados presentan mayor eficiencia cuando su
actividad se mide como capacidad de inhibición de la prolifera—
ción de las células. Así, las inmunotoxinas realizadas con la
cadena A de la ricina, que se presentaban menos activas que las
realizadas con la toxina diftérica en inhibición de síntesis de
proteínas, eran más efectivas cuando se determinaba la capacidad
de proliferación celular a las 12 días del tratamiento (370>.
Estos autores defienden que el ensayo de síntesis de
proteínas, uno de las métodos mas comunmente utilizados, no
supone una medida directa de la muerte celular y no permite
determinar los efectos reales sobre las células cuando la
diferencia de concentración de proteína ascua sólo en algunos
órdenes de magnitud. La comparación entre la síntesis de proteí-
nas y la eficiencia de la muerte celular sugiere que, cuando la
inmunotoxina entra en contacto can la célula, además de la
inhibición de la síntesis de proteinas, pueden desencadenarse
otros mecanismos o procesos metabólicas (370).
Los estudias de actividad jn vivo han sido llevados a cabo
en ratones en los que se determinaba la capacidad de las
inmunotoxinas para inhibir el crecimiento de tumores humanos,
inoculados en el animal (324). Sólo en casos aislados se hicieron
en cerdos de guinea (356). Estas animales eran inoculados por
distintas vias con un número de células del tumor comprendido
entre 10~ y 10~ (324).
Asi, se valoré la capacidad
zar el desarrolla del tumor en
células tumorales con una concen
(188>, a la capacidad de las mi
los tumores desarrolladas en
ratones de la cepa nu/nu Salt/o
de los conjugados para neutrali—
los ratones tras incubar las
tración determinada de proteína
smos para reducir el volumen de






En estos experimentos, tanto las inmunotoxinas sintetizadas
moléculas de ta><inas completas o con sus cadenas A (281),
las realizadas can toxinas de una cadena (335), son capaces
bloquear el desarrollo del tumor o de inducir la regresión
mismo.
La valoración de dicha actividad también se realiza determi-
nando el aumento del tiempo de supervivencia de los ratones
tratados con las inmunotaxinas, en comparación con ratones no
tratadas (324). De esta manera, según describen FitzGerald y col
(337), con las inmunatoxinas realizadas con el anticuerpo Ovas,
que reconoce las células del carcinoma ovárica OVCAR—3, y la
exatoxina A de Pseudomonas, se consigue prolongar la vida del
animal hasta 3 veces cuando el conjugado se inocula entre 3 y 5
días después de la inyección de las células del tumor, mientras
que su eficacia se reduce cuando éste se inocula entre las 2 y’
4 semanas después de haber inoculado las células, momento en el
que el tumor está ya establecido en el peritoneo. Este hecho
permite deducir que la inmunotaxina tiene poca capacidad de
penetración en el tumor sólido (295,337).















las inmunotoxinas sobre sus células diana
an variedad de factores, en los que están
moléculas que la componen como las caracte-
el tumor (14).
lado, son definitivos la afinidad del anticuerpo
par su antígeno (289), el número de moléculas expresa-
superficie del tumor (8,290) y la regulación a que la
del antígeno tumor asociado esta sometido (382). Por
aunque la formación del compleja antígeno anticuerpo
los parámetros más adecuados, muchas AcMos no son
inducir la internalización de las inmunotoxinas (383).
Según apuntan Press y Vitetta (384), las
presentan alta afinidad por el tejido tumoral
internalizadas en vesículas de endocitosis rec
trina o de moléculas similares. Esta vesícu
entrada de las conjugados en el interior de
determinadas mecanismos han de permitir que las







En primer lugar, según han descrito distintos autores
(124,159,362,385>, tanto la ricina, su cadena A, como las toxinas
compuestas por una sala cadena, y unidas a través de puentes
disulfuro, se separan de la molécula de AcMa por reducción del
enlace introducido entre ambos. La reducción de los enlaces S-S,
ha sido atribuida a la presencia en el plasma de compuestos como
el glutatión (336),cuya concentración ascila entre 0.5 mM y 10 mM
(69). No se tienen datos sobre la posible disociación de las





idn, coma ha sido comprobado en
(124>, las cadenas activas de 1
el interior de las vesiculas al
que éstan implicados procesos de





Son pocos, sin embargo,
del comportamiento de las
desarrollo de su actividad
Timar y col (151) sobre el
conjugados compuestos por la
moléculas de IRLA de clase 1,








los datos que se conocen acerca de
nmunotoxmnas en el citoplasma y del
365,385). Las datos aportados par
procesamiento intracelular de los
cadena A de la ricina y AcMos contra
incubadas en presencia de la cadena
que éstas aparecen en el aparato de
escapando a la degradación enzimática de los lisosomas. De
al igual que ocurre con las moléculas de ricina campleta
y a través de nuevas vesículas producidas en el Golgi,
inmunotoxinas vuelven a la membrana celular de forma activa
apuntan Hudson y Grillo (158> las funciones del











Wiedlocha y col (366) comprobaron que no
este mecanmsmo, ya que los conjugados
na y AoNios contra células de leucemia
por mecanismos no dependientes
son igualmente eficaces. Este r
obtener inmunatoxinas eficaces uti




de clatrina y, sin
esultado indica que es
lizando anticuerpos que
vesículas recubiertas
Por tanto, como se recoge en la fi
las inmunatoxinas pueden seguir en el
hasta llevar a cabo su actividad de inhi














izados distintos agentes con la intención
idad de las inmunotoxinas realizadas con
y la toxina diftérica (387).
Entre otras, se usan íonóforos monocarboxilicos, como la
monensina y la nigericina (350>, y aminas lisosomotrópicas, como
el cloruro amónica ola cloroquina (91,386,387), que hacen
disminuir el pH del interior de los lisosomas y de las vesículas
endosómicas, lo que ha permitido ratificar los datos que se
conocen sobre la actividad intracelular de las inmunotoxinas
(124,158). Tambien han sido utilizados agentes que bloquean los
canales de calcio de la membrana celular, tales como las
indolozinas, que según describen .Jaffrézou y col (388), inducen
fenómenos de lipidosis en las fosfolipidos de los lisosomas de la
células debido a la activación de enzimas coma la esfingomieli—
nasa lisosomal. De esta forma, fue pasible aumentar los niveles
de toxicidad de conjugados realizados can la cadena A de la






Candiani y cal (389,390>
conjugados entre la monensina y
unidas a través de enlaces S-S
capaces de potenciar, It> v7v0,

















Fi;. 1.11. Rutas intracelu)ares de las inmtrnotozinas
En la figura se esquematizan las distintas ratas que pueden seguir las inmunotoxinas cuando entran en
e? interior de la células, tras su interacción con los ant igenos de membrana reconocidos por el
anticuerpo monoclonal. El vroceso se inicia con la endocitosis de los complejos inmunotoxina—antígeno
en vesículas recubiertas de clatrina fIl o no recubiertas 121 <ormandose así vesículas endosómicas.
Este material puede volver nuevamente a la membrana celular [3],unirse a lisosomas cargados de
enzimas proteolíticos en donde será digerido 141 o fusionarse con las vesículas del Golgi <vesículas
trans del Golgi o TQMI [SI.Algunas toxinas, tales coso la nema, puede salir desde el TGM al
citoplasma fIJ, mientras que otras, coso la toxina diftérica, ¡o hacen directamente desde las
endosomas o los lisosomas, debido a fenómenos de acidificación de estas partículas [8¡.Estas
toxinas, una vez en el citoplasma, son capaces de llevar a cabo su actividad de inhibición de
síntesis de proteínas. Por último, parte de las moléculas de nicina o incluso de inmunotoxina, pueden
ser exportadas en vesículas desde el Colgi hasta el exterior de la célula [6].El esquema ha sido





distintos autores, la cadena 3 de las toxinas de doble
capaz de potenciar la actividad de las inmunotaxinas
con la correspondiente cadena A (151,391).
Vitetta y cal (391) comprobaron que la actividad de los
conjugadas realizados con la cadena A de la ricina, podía ser
potenciada con inmunotoxinas realizadas con la cadena 8; existia,
por tanto, un efecto sinérgico entre ambas moléculas. Más
recientemente, Timar y col (151) demostraran que, en conjugados
sintetizados can la cadena A y con AcNios contra células de la
línea EJ de carcinoma de vejiga, se producía un efecto similar
tras la adición de la cadena 8.
Sin embargo, Wawrzynczak y col
similares, ni con la cadena E ni can
ella. Estos autores defienden que
galactosa de la cadena 8 contribuyen
proteína de forma distinta según que
la inmunotaxína a no (358).
368) no obtienen resultados
nmunotoxinas realizadas con
los sitios de unión a
a la citotoxicidad de la
la cadena E forme parte de
Por último, Hudson y Grillo (158) demostraron, util
Srefeldina—A, un metabolita de origen fúngica que bí
función del Golgi en células Jurl=at, que esta sustancia,
inhibir la citotoxicidad de la ricina, la madecina y la
potencia la actividad de las inmunotoxinas sintetizadas
cadena A de la ricina a concentraciones en las que no








1.6.5. Cinética in vivo
La eficacia de las inmunotaxinas
igual que acurre con los AcMos, está
distribución por el organismo, ya q
alcanzar las células del tumor para
(296). Una vez más, esta distribución
ticas que presentan cada uno de sus
preliminares sobre la cinética de las
generalmente, en ratón, rata y conejo
utilizadas en terapia, al
en función de su adecuada
ue estas moléculas han de
llevar a cabo su función




Las inmunotoxinas realizadas can la cadena A de la ricina,
sufren un rápido aciaramiento en plasma debido a la presencia de
restas de carbohidratos en la molécula de toxina (343,392>. Según
apuntan Blafrey y col (343>, aproximadamente un 1% de los
conjugados realizadas can 0X7 y la cadena A de la ricina se
mantienen en sangre tras las 24 horas de inyección intraperito—
neal, en comparación con un 30% del anticuerpo nativo.
Este rápida aclaramiento es debido, principalmente, al
reconocimiento de las residuos de manosa o de fucosa presentes en
la cadena A de la ricina y que tienen receptores en el higado y
en otros órganos (343). Tanto la ricina (393), su cadena A (69>
coma las inmunotaxinas realizadas con ambas (392), llegan hasta
en las células hepáticas, ¡ti vitro e ¡ti vivo, a través de una
ruta que puede ser antagonizada por glicoproteinas y sacáridos
con terminaciones de manosa y fucosa. En las ratas, las células
hepáticas que captan la RCA son las que componen la fracción
retículoendatelial y no las no células parenquimales, mientras
que en ratón, son ambas fracciones celulares las que están
7ci —
implicadas en el reconocimiento de la toxina (393).
De esta forma, cuando se utiliza la molécula de PCA
deglicosilada, las inmunotoxinas aparecen en el plasma hasta 48
horas después, mientras que la PCA completa desaparece a las 24
horas (343). A este tiempo, aún permanece un 10% en plasma de las
conjugados realizados con la cadena A de la ricina deglicosilada
(343)
Las inmunotaxinas realizadas
toxinas completas, a can distintas
el anticuerpo monoclonal Fib75, pre u
durante las 24 primeras horas (189
valares obtenidos en ratas Wistar de
ción (tino) van desde las 0.8 horas
0.4 horas para la gelonina, y los valores del ti
eliminación (tl¡2 13) van desde las 8 horas para la
9 horas para la momordina (189>. Esta cinética bi
atribuida por Wawrzynczak y col (189) a que la
los grupos bífuncionales POP, en las moléculas de
aparezcan distintas especies molecula
que se comportarán, ¡ti vivo, de forma
con las cadenas A de las
toxinas de una sola cadena, y
sentan na cinética bifásica
,394). De manera que, los
1 tiempo medio de distribu—






di sustituidas,res, mono o
distinta.
También ha sido estudiada la cinética de las inmunotoxinas
sintetizadas con fragmentos de anticuerpos manoclonales. Los
datos aportados por Ihorpe y col (335) en estudios realizados
sobre la cinética de inmunotoxinas con saporina y el anticuerpo
OX] en ratones, demuestran que los fragmentos F(ab’ )2 son
retirados rápidamente de la circulación, ya que éstos no presen-
tan restos de carbohidratos y las moléculas del conjugados son
dirigidas rápidamente hacia el hígado, al igual que ocurre con
los complejos antígeno—anticuerpo, donde causan un alta grado de
taxi ci dad.
Por otro lado, las fragmentos F(ab’ >2 presentan una
media muy corta, comparado con la molécula de IgG completa
fragmento F (ab’>2 de 0X7 tiene una vida media en plasma de







1.6.6.1. Tratamiento de distintos tipas de tumores
Las primeras inmunotoxinas fueron aplicadas en los trans-
plantes autólogas y aloqénicos de médula Ósea (30,292,
357,367,386,337—401>. En los transplante autólogos, la médula
ósea de los pacientes afectadas de leucemia era tratada ex vivo
con distintas inmunotoxinas, dirigidas contras antígenos expre-
sados en la superficie de las células leucémicas, de manera que
se obtenía la eliminación de casi el total de las células
tumorales (397—400). Para aumentar la eficacia de los conjugados,
el tratamiento se complementaba con distintos agentes quimitera—
péuticos, tales can la mafasmamida (398> o la 4 hidroperoxiciclo—
fosfamida (399), o se utilizaban agentes como el cloruro amónico
(386,400). Por otro lado, han sido combinadas con sustancias
quimoterapéuticas para aumentar la deplección ex vivo de las
células T (397).
rs
En el caso de los transplantes alogénicos, la médula ósea
del donante era tratada con las inmunotoxirias, eliminandose asf
los linfocitos 1 del donante, causantes de la enfermedad del
inserto contra huesped (GvHD), que es fi motivo más frecuente de
rechazo del transplante (292¿367). Con esta terapia, la inciden-
cia de la enfermedad en los pacientes transplantados, se reducía
casi completamente.
Según describen Casellas y cal <400) en transplantes autólo—
gas, y Katz y cal (292) en transplantes alogénicos, cuando se
utilizaban en el tratamiento inmunatoxinas con AcNios contra las
células 1, se obtenían niveles de deplección de entre un 99.6% y
99.9%, sin que se vieran afectadas las poblaciones de células
hematopoyéticas stem o pragenitoras.
En la mayoría de los casos, estos ensayos
can inmunotoxinas que contenían moléculas de
(398,399) o su cadena A (292,400). Han sido ut








La prevención del desarrollo de la GvHD tras el transplante,
o el tratamiento de las fases agudas de la enfermedad, y la
eliminación de las células leucémicas de la médula osea han sido
realizados, posteriormente, en ensayos clínicos ¡ti vivo (30,
401,402). En todos los ensayos realizados de este tipa se han
obtenido muy buenas resultados. Incluso, las inmunotoxinas
sintetizadas con anti 005 y la cadena A de la ricina, han
resultado activas en aquellos casos de OvIRO en los que las
células desarrollaban resistencia a esteróides (30). Según apun-
tan FitzGerald y Pastan (29), los conjugados diri9idos contra
las antígenos 003, 005 y contra el receptor de la 1±2 son los









las transplante alogénicos, estas inmunotoxinas dirigidas
los linfocitos T reducen la incidencia de GvH[), pero no
eliminar las células NK (natural kiiler) presentes en la
sea del donante, y que representan la segunda causa del
observado en modelas animales (7). Por tanto, sería
o utilizar inmunotoxinas contra células F y contra
NK (7).
Posteriormente,
tratami ento si stémi ca
numerosas ensayos clini




con distintos AcMos o
cadena A de la ricina
o recombinante (353>.
estos conjugados fueron aplicados en
de distintas e















realizados can la exotaxina A de P.seudomonas





amas de células E




Pai y col (136) han empleado conjugados
y el anticuerpo OVB3
ovárico.
Estas inmunotoxinas permiten obtener, en la mayaria de los
casos, remisiones parciales (353,404,406> que, a veces, superan
el 50% de la extensión del tumor (295). Algunas ejemplos de
—si
inmunotoxinas realizadas con toxinas protéicas, algunas de las








Problemas derivados de la aplicación clínica de
nmunotax i nas
las
para conseguir aumentar la eficacia de las mismas, es
ener en cuenta algunos de las aspectos derivados de su
ir vivo, relaccionadas con las características de sus
En primer lugar, las moléculas inoculadas
originan toxicidades inespecificas propias de s
(136,298,343). Las inmunotoxinas realizadas con la
ricina, inoculadas en dosis relativamente elevad
células del sistema retículo endotelial, causando
cidad elevada en el hígado (298,343). Esta
hepática ha sido atribuida, tanto a la molécula
















Segfln describen Pai y col (136>, la falta de eficiencia de
inmunatoxinas sintetizadas can el AcMo 0V83 y la exotaxina A
Pseudomonas, cuando es aplicada en pacientes afectadas de
moma ovárico, se basa en la reacción del anticuerpo manado-
con células normales del cerebro. Ha sido observada una
ción cruzada del AcMo con las neuronas de la capa prominente
cerebelo, que ocasiona una alta citotaxicidad en las pacien-
y que no había sido apreciada en los ensayos previos a la
cación clínica, realizados en animales (136).
En segundo lugar, los puentes disulfuro introducidos
la toxina y el AcMo, son susceptibles de ser reducidos e
plasma y en distintas órganos, de manera que, parte de
moléculas de inmunotoxinas darán origen a moléculas de tax
libre y de AcNio, que presentan una vida media más larga



































as inmunotoxinas a la
hacen que la capacidad
nterferida. Las valores
ntetizados con ricina
404) y los 30 minutos
a ricina deglicosilada,
otra lado, el alto peso
ndido entre 180.000 y
tumores (296), por lo




dos (29>. Por esta
utilizar la toxina di
vacunas contra la d
hace a los humanos
personas vacunadas ma
toxina durante años
en muchos pacientes existen
dad de las porciones tóxicas
razón, los investigadores
ftérica (DT) en sus conjuga
ifteria, la toxina pertusi
inmunes a esta toxina y
ntienen en circulación anti





dos, ya que las










































84—Ricina bloqueada<2)19G Hama 1 wa
(1 infama
Burkitt)
84—RCA 1gO Natna bis
1.3x108 1.SxlOil
3.OxlGh7 O.2x108





í>.El valar aportado de citotoxicidad ha sido determinado como 1037 (375).
2>.Utilizado en estudios de internalización de anticuerpos monoclonales.



































































IgG2c 12 y EL4
Leucemia murina













3kLos autores sólo determinan la cinética de las inmunotoxinas
actividad en células en cultivo.
4-LEl valar de citotoxicidad apartado por Ramakrishnan y col(365),
un porcentaje de inhibición de un 72.5% en células HSB—2.

















































0. 36x106 O.46x 1O~
Tabla 1.3. Inmunotoxinas
En la tabla se recogen algunas de los conjugados realizados entre proteínas tóxicas y distintos
anticuerpos monoclonales Que reconocen células tumorales, En cada caso ha sido recogido la
denominación de la inmunotoxina, el isotipo del anticuerpo monoclonal y la célula diana contra la que









inferior al 5%, presentan títulos de anticuerpos capaces de
neutralizar la acción de la exotaxina de Pseudomonas, mientras
que no se encuentra respuesta, casi nunca, contra la ricina de
forma natural (29,342>.
En todos los ensayos clínicos realizados se detectó la
aparición de respuesta inmune contra las inmunatoxinas, que se
pone de manifiesto con la presencia en el plasma de anticuerpos
especificas contra el AcMa (respuestas FlAMA.>, contra la toxina a
contra la molécula completa del conjugada (136,404,406). Estas
respuesta inmune se desarrollan entre los 14 y 20 días después de
la primera inoculación de la inmunotaxina, y reduce la posibili-
dad de posteriores aplicaciones si los pacientes no son severa-
mente inmunodeprimidos (404).
En cuarto lugar, muchas inmunataxinas presentan sólo una
moderada actividad en las líneas celulares en cultivo (363,365,
366,381>. Vitetta y col (295> señalan que las inmunotaxinas que
presentan en inhibición de síntesis de proteínas, ¡n vitro, un
valor de 1C5o de 1010 $1 o mayor, no pueden ser utilizadas en la
clínica. De esta forma, estan siendo aplicados conjugados con
valores de YCso de 10-12 M (136,295,350>.
Por otro lado, son también decisivos las aspectos relaccio—
nados con la naturaleza del tumor. Según varias autores, los
carcinomas mamarios, de colon y melamomas son de más difícil
tratamiento ya que, su vascularización hace que las células
tumorales no sean accesibles a las inmunotoxinas inoculadas por
vía intraperitoneal o intravenosa (295,296,337,404), de manera
que, éstas no siempre llegan a alcanzar la masa tumoral. Según
describen Spitler y cal (404), es posible localizar las inmuno—
toxinas antimieloma AcMa—cadena A de la ricina en la superficie
del tumor e, incluso, después de 24 horas tras la inoculación, se
encuentra en las metástasis del mismo.
En el caso de tumores accesibles, tales como las leucemias
linfoides crónicas, la mayoría de las células circulantes no son
capaces de internalizar las inmunataxinas (295).
La dosis de inmunotoxina tolerada por los pacientes dependen
tanto de la molécula inoculada cama de las características que
presenta el tumor (295,404). Los niveles máximas inoculados han
sido de hasta 300 mg totales, administrados en varias dosis
(404>.
En todos los casos, los pacientes han presentado síntomas
muy similares, derivadas de la administración de las inmunotaxi—
nas (136,295,404,406>. Los más destacados son un descenso de la
concentración de albúmina en el suero (hipoalbuminemia en suero>,
aumento del peso corporal de hasta 3.3 kg (entre 1.8 y 8.6 l<g),
fiebre, taquicardias, descenso del voltaje del electrocardio-
grama, mialgias, edema periférico y anorexia y nauseas.
Según apuntan Spitler y col (404>, algunos de estos sínto-
mas, tales como la fiebre, el descenso del apetito a mialgias,
que podrían ser atribuibles a la presencia de endotoxinas en la
muestra inoculada, no san explicables por tal causa ya que estas
muestras han de pasar las controles pertinentes de toxicidad
establecidas en la legislación de cada país para muestras
utilizadas en ensayos clínicas.









los aspectos comentados hasta el momento, están en
análisis can el fin de determinar nuevas estratégias
aplicación de las inmunotoxinas (121,295,385,405).
y col (295> describen recientemente, en estudios realiza-
conjugadas entre la cadena A de la ricina deqlicosi lada y
cuerpo monoclonal RFB4, sintetizado contra el antígeno
células linfoides 8, como las fragmentos Fab’ puede
ventajas con respecto a la molécula de IgO completa.
En primer lugar, estos fragmentos permiten la abtencion de
una inmunotoxina más pequeña, de aproximadamente 80.000 de peso
molecular, que tendrá mayor eficacia para penetrar en los tumores
sólidos (295>; en segunda lugar, cualquier fragmento Fab’ libe-
rado por reducción íti vivo , será rápidamente eliminado de la
circulación, por la que no entrará en competencia con la
inmunotoxina por la unión con la célula (336). Por otro lada, el
FaS’ no puede unirse a los receptores reconocidos por Fc en
distintas células y tampoco tendrá lugar una respuesta inmune
contra dicho fragmento; así, sola 4 de los 15 pacientes tratadas
por estos autores, desarrollan respuesta inmune contra el conju-
gados entre los días 28 y 42 después de iniciada el tratamiento,
mientras que ninguno de ellas desarrolla respuesta contra el
fragmento de la inmunoglobulina (295).
Como aspectos negativos apuntan que estos conjugados reali-
zados con los Fab’ son más rápidamente eliminados <le circula-
ción, presentan menor toxicidad en animales, menor estabilidad,
menor potencia y un mayor coste de producción que el conjugado
entre la molécula completa de IgO y la RCA deglicasilada
(295,350,407>.
Tras los primeros ensayos clínicos realizados, los experi-
mentos planteados parten de las siguientes consideraciones: en
primer lugar, como la expresión de las antígenos es heterogénea
en las células del tumor, se piensa en recurrir a la utilización
de inrnunotoxinas dirigidas contra más de un antígeno, que,
combinadas con la terápia convencional, puedan eliminar las
células residuales del tumor (295,405), y por otro lado, la corta
vida media de las inmunotoxinas, que está en relacción con su
actividad, puede solucionarse, según apuntan Vitetta y cal (295)
con la administración de dosis continuas.
El ensayo clínico de fase
cal (405) con una inmunotoxina
cadena A de la rícina combinado
esta dirección.




Una de las múltiples
agentes i nmunoterapeuti cas
localizada (33,390).
posibilidades que ofrecen







Johnson y col (33) describen la aplicación de inmunatoxinas
sintetizadas con un anticuerpo manoclonal contra el receptor de
la transferrina y la molécula recombinante CRMIC7, derivada de la
toxina diftérica, en el tratamiento de tumores de origen ner-
viosa, tales ccrna gliablastomas, meduloblastomas y de metástasis
de tumores primarios localizados en el fluido cerebroespinal.
Estas conjugados son inyectadas directamente en la médula Ósea de
manera que, los animales inyectados, cerdos de ginea y monos
rhesus, soportan concentraciones elevadas de inmunotoxinas en el
fluido cerebroespinal, que llegan a ser del orden de 2 x íO~ M y
que son capaces de eliminar las células del tumor (33).
La utilización de inmunotoxínas constituidas
reconocen las moléculas expresadas por distintas
dado resultados muy interesantes. Así, Hynes y col
ben la construcción de una molécula recombinante qu
fragmentas Ev del anticuerpo monoclonal FRP5, que
proteína erbB—2 producto del ancogen c-erb8—2, y
codifica para la exatoxina A de Pseudornonas. Estas
han demostrada su capacidad para inhibir el desar









rol lo de los
las células
Según describe Vitetta (409), estos conjugados pueden ser
utilizadas en el estudio y en la terapia de enfermedades
autoinmunes a en el tratamiento de tumores que presentan altera-
ciones en la expresión de los antígenos de clase Y y II del
Complejo Principal de Histocampatibilidad (MHC) (409—411).
Par otro lado, también estan siendo utilizadas en
y tratamiento de enfermedades infecciosas en las
implicados procesos víricos. Ghetie y cal <254,412)
zado inmunotoxinas compuestas por AcMos contra el
recombinante, o no recambinante, y ricina A degli


































utilizan anticuerpos biespecíficos a sus
reconocen par un lado el receptor CD7 de
otro la molécula de gelonina, en la
las Y de leucemias agudas en niños. De
que los anticuerpos biespecificos son
as moléculas de gelanina al interior de
y defienden que este tipo de moléculas
nativa a las inmunotoxinas, con ventajas
cación in vivo (253).
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2. Materiales y métodos
2.1. Material biológico
2.1.1. Toxinas
Las características de las toxinas utilizadas se reflejan en
la tabla 2.1.
2.1.1.1. Aspergi 1 mas
La a-sarcina fue purificada a partir del
Aspergillus giganteus MDH 18894, según
apartada 2.6.1. La cepa de A. giganteus fu
por el Dr. Ulbrich, del Istitut fur Biochemio
Libre de Berlín, Alemania.
medio de cultivo de









or el Dr. David
la Universidad
purificadas de das cepas
y col (42,191>, fueron
Vázquez del Centro de
Autónoma de Madrid.
2.1.1.2. Toxinas vegetales
La ricina fue purificada a partir del extracto
semillas decorticadas de Rícinus communis L., utiliz
método de Olsnes y cal (413) según se describe en el
2.6.2. Las semillas fueron recolectadas en Nerja,









La briodina se purificó a partir del extracto acuoso de los
frutos de Bryonia dioica Jacq., según el método descrito por
Stirpe y col (52> y recogida en el apartado 2.6.3. El material de
partida fue recolectado en las alrededores de la presa del Atazar
(Madrid, España). Tambien se utilizó una muestra de briodina
obtenida de Calbiochem (Behring Oiagnastics, La Jolla, CA, USA>.
(ver figura 2.2
La cadena A de la ricina purificada
antiviral de Phytolaca americana
así mismo, de Calbiochem, y la ge
L. , de Ynland Laboratories (Austin,
URCA) y i























(melanoma) y Malme-3M (melanoma> fueron
el Dr. J. Fogh del Memorial Sloane-Ket
Nueva York (USA>, mientras que la líne
ovárico> fue cedida por el Dr. A. Knapp
de la ciudad de Boston en Massachusetts
(carcinoma mamaria>, HT—29 (carcinoma de
epidermoide vulvar) fueron obtenidas
(American Type Culture Collection, Rackvi
utilizadas en este
y el aspecto que
en la figura 1.3. Las
(melanama>, HT—144
cedidas amablemente por
tering Cancer Center de
a OVCA 432 (carcinoma
del Dana Faber Institute
USA> y las lineas MCF—7
colon) y A431 (carcinoma




















Phytolacca americana 29.000 8.4 n.d. 54
ASPERGILINAS (Aspergí 1 las)
a—sarci na medio de
A. giganteus MDH18894 16. 987 >10.7 n.d. 40,193,244






En la tabla se recogen las principales características de -las toxinas utilizadas en esta tesis,
clasificadas segun su procedencia. En cada caso se indica su origen, el peso molecular estimado a
partir de la secuencia de aainoácidos de las proteínas o a partir del análisis en geles de
poliacrilamida en presencia de SDS, así como el punta isoeléctrico y el grado de glucosilacién que
presentan. Las cepas de A. restrictas de las que han sido aisladas la mitagillina y la
restrictocina quedan recogidas en el apartado 1.3.5.2. Por otro lado, en el caso de la ricina, única
toxina con más de una cadena polipeptídica, se indica entre paréntesis los pesos moleculares de sus
cadenas A y 8, respectivamente.
tas abreviaturas utilizadas en la tabla son las siguientes:1~RCA cadena A de la ricina
~PAP Pokeweed antiviral protein’, proteína antiviral aislada de las bojas de Phytolacca atericsna
od. nc se detecta la presencia de hidratos de carbono en la molécula por el método de Oubois y col












30.000 8.1 4.4 84
16.867 9.7 n.d. 179, 201
md. 42,195
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figura. 2.1. Ricínus COMEUnIS 1.
El Ricino o Rioínus cosunis L., de cuyas semillas se purifica la ricina, pertenece a la familia de
las Euforbiaceas. Es una planta anual, cuyas hojas palmeadas se disponen sobre troncos largos que
pueden velverse casi arbórea, llegando a alcanzar hasta 126 II metros (figura A). Las flores forman
racimos disponiendose las flores masculinas en la parte baja del racimo y las femeninas en la parte
alta. Los frutos son cápsulas espinosas, cada uno con varias semillas (figura 8>. la descripción y




figura 2.2. Bryonia dioíca JSCQ.
La Bryonia divica Jacq., de
las raices, y bridiofina,
una planta trepadora, de ra
verdes en grupos de hasta 5
negro amard lento [aplanta
[a descripción ha sido tomada
Figura 8: detalle de las hojas
donde han sido purificadas las toxinas denominadas briodina, a partir de
a partir de los frutos, pertenece a la familia de las Cucurbitaceas, es
ices tuberosas, tallos largos y hojas palmadas, con pequeñas flores
flores. [osfrutos son bayas rojas o naranjas con semillas de color
pierde cada año toda la parte aérea, conservandose la rau.
de Wood~ard (48$). Figura A: aspecto de una planta de 8. diolca,


























rabIa 2.2. Lineas tuuoralea humus
En la tabla aparecen recogidas las distintas líneas tuaora les hunnas utilizadas en este trabajo,
indicandose el origen de cada una de ellas asi como la fuente de donde han sido obtenidas y que son
las siguientes: 1. Dr. 4. Fogñ del Memorial Sloane4ettering Cancer Contar, de Nueva York (USAJ: 2.
Dr. R. &na~p, del Vena feber ¡astítute, Sosten, Massachusetts «iSA); y 3. de le colección AICC
<Aurican Yypa Culture Colection), »ockville, Maryland ¡VSA>.
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Figura 2.3. Líneas celulares tumorales humanas
En las fotografías se puede observar el aspecto que presentan los cultivos de dos de las lineas
tumorales humanas que han sido utilizadas en este trabajo. La figura Al corresponde a células de la
lina CF 7, un adenocarcinonia de man y en B) células de las línea NT—29, un adenocarcinoma de colon
(ver tabla 2.2.1. Ambas líneas celulares crecen, al igual que el resto de las lineas celulares que
aquí se describen, adheridas a la superficie del recipiente de cultivo. Las fotografías han sido






Los antisueras policlonales contra la a—sarcina, la mito—
gíllina y contra la ricina, fueron obtenidos utilizando conejos
New Zeland con pesos comprendidos entre 3 Kg y 3.5 kg,
proporcionados por la Unidad de Cirugía Experimental del Hospital
Ramón y Cajal, y mantenidos en las instalaciones del anímalario
de dicha Unidad en jaulas independientes y convenientemente
identificados. Los protocolos de inmunización utilizados para
cada animal se recogen en el apartado 2.5.1.
Se emplearan también antisueros de conejo contra la
o-sarcina, la mitogillína y la restrictacina, obtenidos par Conde
y col (200) y que habían sido conservados liofilizados. Estos
antisueros fueron resuspendidos en tampón PBS a razón de 10 mg/ml
y centrifugados a 27.000 g durante 20 minutas a 4’C, antes de su
utilización.
2.1.3.2. Anticuerpos manaclonales
Los anticuerpos monoclonales MAr 1, MoV 2, MoV 17, MaV 18,
MoV IB, MLuC 1, MLuC 2 y MINT—5, fueron purificados y caracteri-
zados en la Divisione di Oncología Sperinientale E del Istituto
Nazionale dei Turnan, de Milán (Italia) a partir de hibridamas de
ratón obtenidas en dicha laboratorio (12,24,265,266,276,414,415,
416). Las características más destacadas de estos anticuerpos se
recogen en las tablas 2.3. a 2.5. y el metodo de obtención y
purificación en los apartados 2.5.1.4. y 2.5.2.3., respectiva-
mente.
Das de estas anticuerpos, MAn y Hay 2, son inmunoglobuli—
nas de clase IgM, mientras que los demás pertenecen a la clase
IgO y, dentro de esta, a las subclases IgOl e IgG28 (ver tabla
2.3.>. Todos ellos, excepto MINT 5, reconocen, de forma mayorita-
ria, epítopos de antígenos expresados en la membrana de las
lineas celulares tumorales contra las que han sido sintetizados,
aunque presentan tambien reacción cruzada con otras lineas
tumorales de origen epitelial (276).
El anticuerpo monoclonal MINT—5 reconoce la molécula que
actúa como receptor del factor de crecimiento epidérmica (EGFr>
que, en algunas líneas tumorales, presenta un nivel de expresión
muy elevado (417>.
En la tabla 2.5, quedan recogidos las porcentajes de
reactividad de las anticuerpos monoclanales sobre carcinomas
ováricos y carcinomas mamarios, así como otros tejidos tumarales.
Todos ellos fueron probados sobre muestras de tejido no tumoral,
en los que la reactividad resultó negativa o escasa.
La evaluación del número de receptores por célula y de la
constante de afinidad entre los AcMos y sus antigenos correspon-












































Tabla 2.3. Características de los anticuerpos monoclonales <1>
En la tabla se recogen algunas de las características de los anticuerpos monoclonales
utilizados en esta tesis. En cada caso se índica el nombre de la línea tumoral humana
reconocida por el AcMo como célula diana. Alguno de estos anticuerpos, tales como MLuCl o

































Tabla 2.4. características de los anticuerpos ¡onoclonales (2)
En este caso, aparecen recogidos los valores de la constante de afinidad y del números de receptores
por célula para cada uno de las Acl4os, sobre las distintas líneas celulares diana. Estos valores bn
sido reportados previamente, tal y como se puede comprobar en las correspondientes referencias,

























30 colon (60) Cl ucoprateina





















Tabla 2.5. Características de los anticuerpos monoclonales (ji)
En la tabla se analizan los valores de reactivídad con distintos carcinomas mamarios y ováricos, asi
como con otros tipos de tumores, obtenidos para los distintos anticuerpos monoclanales. Entre
paréntesis se especifican los porcentajes de reactividad obtenidos por los distintos autores (ref.)
sobre cada uno de los tumores estudiados. Tambien se recogen en la tabla, los epítopos reconocidos
por cada uno de ellos.
humor del componente exocrino del páncreas.
2>Iumor ovárico
El antígeno Le’ es uno de los antígenos asociados a los grupos sanguineos de Lewis. El peso
rolecular de los antígenos reconocidos se e%presa coco ew.





















2.2. Cultiva de Aspergillus
2.2.1. Cultivo de Aspergillus en medios sólidos
2.2.1.1. Medios de cultivo
El cultivo
cabo en placas de
contenían agar
del Aspergiflt’s en medios sólidos, se llevó a
petri y en tubos de agar inclinado (TAIS,1, que


















el recomendado par Raper y Fenelí
dio comparativa entre las distintas
Su composición está tomada de la
902—1903, modificada par fox en
de Penicil/iurn y de Asperg7llus









medio son los nitratos.
Un segundo medio de cuí
extracto de Malta (Adsa Micra>,
esparulación más abundante y
Aspergillus (162). La composí













la única fuente de nitrógeno en este
tivo utilizado fue el
en el que puede abserv
más rápida de las col
ción de este media de










En este caso, la fuente de nitrógeno la constituye el
extracto de Malta, obtenido a partir de la extracción de la
fracción soluble de la cebada malteada, seguida de un proceso de
desecación a baja temperatura para alterar la menos posible su
composición nitrogenada y su elevado contenido el azúcares, sobre
toda maltosa (413).
2.2.1.2. Preparación de los medias de cultivo sólidos
Para la preparación de los medios, el agar de Czapek-Oox y
el extracto al agar de Malta, se resuspendió a una concentración
de 4~9% p/v y 3.6% p/v, respectivamente, en agua destilada por un
sistema Milli—Q (Millipare, Co, Ashby Road, Bedfard, HA, USA).
Las suspensiones obtenidas fueron calentadas hasta ebullición,
momento en que el agar se disuelve, tras lo cual las soluciones







un esterilizador de AMSCO, General Purpase (USA).
Cuando estuvieron estériles y, antes de que el agar solidi-
ficara, se distribuyeron en tubas de 15 mm x 120 mm con tapón de
rosca a razón de 5 ml por tubo, los cuales habían sido
previamente esterilizados en iguales condiciones. Despues, se
pusieron los tapones, y las bocas de los tubos se apoyaran sobre
una plataforma de 2 cm de altura, consiguiendo asi que el agar






se dejaron secar durante 2
tapón a medias de enroscar,







Las mismas soluciones de agar de Czapek—Dax al 4.9 % p/v y
de agar al extracto de Malta al 3.6 % en agua destilada, se
dispusieron en placas de cultivo de plástica de 9 cm de diámetro
(Soria Greiner S.A., Madrid, España), a razón de, aproximada-
mente, 20 ml por placa. Las placas se dejaron a temperatura
ambiente hasta que el agar solidificó, momento en el que se
pusieran baca abajo en una estufa a 30’C hasta que el agua de la
superficie del agar se secó. Las piadas que no eran utilizadas
inmediatamente después de su preparación, se conservaban envuel-
tas en papel de filtro a 4’C durante un tiempo máxima de 3 meses.
Cuando se estudió el crecimiento del hongo en distintas
condiciones de pH y fuerza iónica, las placas y los TAIS se
prepararan a partir de una solución de Czapek—Oox al 4.9% p/v, en
agua destilada, que presenta un valor de pH de 6.8. Esta solución
se trató de las siguientes maneras:
1. El agar de Czapek—Dox fue llevada a pH 8.25 con





de Czapek-Dox fue llevado a pH
gota a gata, de ácida clohídrico
5.2 can
(HCl) al
3. A la solución de agar de Czapek-Dox se
p/v de sacarosa (Merck).. En este caso
solución presentó un valor de 7.3.
le añadió un 20%
el PH final de la






los TUS estuvieron secos,
e siembra a partir de placas
distribuyendo el inócula en
tras lo cual se mantuvieran
cerrados.
se sembraron con ayuda
de cultiva crecidas o
zig—zag por la superfi
a temperatura ambiente
De igual manera, cuando
sembraron en tres puntos a parti
en las condiciones descritas en
una aguja de siembra y de un
previamente se había dibujado
posiciones de las tres puntos de
las placas estaban secas, se
r de TAIS crecidas durante 8 días
el párrafo anterior, con ayuda de
papel milimetrado en el que









En otras ocasiones, las placas fueron sembradas con alícuo-
tas obtenidas a partir de las medios de cultivo liquidas. En este
caso, se tomaron 0.2 ml del medio con ayuda de una pipeta de
plástico en condiciones estériles. La muestra se situó en la
placa y se extendió homogéneamente con ayuda de una varilla de









las placas se mantuvieran a temperatura
saturada de vapor de agua. Estas cultivos
las características de las colonias del
contaminaciones.
2.2.2. Cultivo de Aspergillus en medio líquido
2.2.2.1. Preparación de los medios de cultivo
El cultivo de AsnergÑlus en medio liquido se llevó a cabo
en matraces erlenmeyer en medio de la siguiente composición: 2%
p/v de almidón de maíz (corn starch de Sigma, CA, USA), 1% p/v
de peptona trípsica de caseína (Adsa Micro, Madrid, España), 1.5%
p/v de extracto de carne (Adsa Micra) y 0.5% p/v de cloruro
sódico (Carlo Erba, Milán, Italia) y 1% y/y de glicerol (Merck,
Darmstadt, Alemania) en agua destilada. Normalmente se prepararon
4.5 litros por cultivo de dicho medio.
Una vez disueltos los
así como los recipientes,
autoclave a 120’C durante 1
componentes, los medios de cultivo
se esterilizaron con vapor húmedo en
5 minutos.
2.2.2.2. Siembra de los medias de cultivo líquidos
Los medios de cultivo de cuatro litros y medio,








En determinadas ocasiones, el media se sembró a partir
ml de un cultivo del hongo en medio liquido de igual
ón, crecido durante 3 días a temperatura ambiente. Estos
os a su vez, habían sido sembrados a partir de TUS





crecidas, en donde las
de siembra, repitíend
esporas recogidas se
















o la operación al me
añadieron a 4 ml de
una cámara de Neubauer































2.2.3. Inactivación del micelio de Aspergillu,s
Cuando los cultivos se dieron
los TAIS, fueron tratadas con una
y/y (Quimipur, Madrid, España),
mantuvo durante 24 horas.
par finalizados, las placas y
solución de farmaldehido al 5%
en agua destilada, que se
Los medios de cultivo liquido se trataran can
final de mertiolata o timerosa) (Merck> de 0.0
durante 2 horas, antes del procesamiento del media.
una solución
1%, mantenida
En los experimentos de determinación de las condici
parducción de o-sarcina por distintos medios de cu~ti
apartado 2.2.6.), a las medios se les añadió azída sódic






2.2.4. Conservación de las cepas de Asporgillus
2.2.4.1. Mantenimiento de las cepas
Los hongos se mantuvieron en tubos de agar inclinado (TAIS)
con 5 ml de agar de Czapek-Dox, preparados tal y como ha sido
descrito en el apartado 2.2.1.2. Una vez cada 20 días se
realizaran subcultivos del hongo en VAIS, sembradas a partir de
otros crecidos en las condiciones descritas.
2.2.4.2. Conservación en tierra
Por otro lada, las cepas de Aspergillus han si
en tierra durante períodos de tiempo largos. Este
de conservación está basado en el método descrito




par Green yThe genus
Para ello, se utilizó tierra de jardineria, indicada
plantas de interior con un buen contenido en turba y
cantidad de materia orgánica. Esta se cernió a través de
colador metálico con un paso de aproximadamente 1 mm, con el
de eliminar fragmentos gruesos que dificultan la siembra.
Posteriormente, se le añadió un
de una solución al 0.5% p/v en agua
al menos durante tres días. Transcu
se esterilizó a 120~C durante 30 m
autoclave. Esta esterilización se
intervalos de das días, cama mínimo,
Después de la última
horas en una estufa a
eliminar prácticamente la
20% v/p de sacarsoa (Merck>
destilada y se dejó reposar
rrida dicho tiempo, la tierra
mutas por calor húmedo en
repitió tres veces can un
entre cada vez.
esterilización, se mantuvo durante
120C aproximadamente, can el fin




x 120 mm con tosca,
razón de 12 gramos
nuevamente, esta vez
y se distribuyó en
iguales a las util
por tuba. Estos
a 180~C durante 30
tubas de vidrio de













que sereanda una muestra de la misma en placas de agar malta,
cultivaran durante 1 semana a temperatura ambiente.
Una vez comprobada su esterilidad, a cada tubo se le
añadieron 3.5 ml de una solución 0.15 M NaCí estéril en la que se
habian añadido esporas del hongo a razón de 100.000 esporas por
mí, de manera que la proporción de esporas final fuese de
aproximadamente 30 esporas par mg de tierra. Los tubos se
mantuvieron durante 1 semana a temperatura ambiente, con el fin
de promover la evaporación del excedente de agua. Los tubos
preparados de esta forma se conservan indefinidamente, mientras
que estén bien cerrados, en la cámara fría entre & O y 4<0.





18894 de Aspergil?us grganteus fue cultivada en
de Czapek—liiax y en TUS con igual medio de
como ha sido descrita anteriormente en el
En los primeros
medio de cultivo desc
original de producción
descrito en el apartado 2.2.2.1.
2.2.6. Variación de
cultivo
cultivos en medio 1
rito por Olson (40,
de la o—sarcina,
las composición y de
iquido se utilizó el
41), en el protocolo
preparado según se ha
las condiciones de
Para estudiar la producción de a—sarcina par el A. .giganteus
MDH 18894, se utilizaron distintos medias cuya composición se
recoge en la tabla 2.6. Los cultivos se realizaron en distintas
condiciones, que fueron las siguientes:
1. A temperatura ambiente (23C t WC)
2. A una temperatura de 30~C t WC, que




3. Can agitación ocasional del medio de cultiva
agitatubas a intervalos de diez horas; y, par último
4. En condiciones de deficiencia de 02, para lo
la siembra, los tubos se taparon con un tapón de
mantuvo durante todo el cultivo.
cual , tras
goma que se
2.2.6.1. Composición de los nuevos medios de cultivo liquido
Como puede observarse en la tabla 2.6., en la composición de
las medias de cultivo se variaron las fuentes de carbono y de
nitrógeno utilizados hasta el momento, de manera que los produc-
tos elegidos fueron las siguientes: como extracto de carne se
utilizó Bovril, fabricada par CPC (United Kingdom, Ltd. Esher,
Inglaterra) y comercializado en nuestro país por Interfoad
España, 3.4. (Madrid, España) y, como fuente de almidón de maíz
en un
















Tabla 2.6. Com~osici6n de los medios de cultivo liquido utilizados para AsnrgiIIus g¡yanteus NL~I 18894
En la tabla se recoge la composición de los medios de cultivo líquidos utilizados en el cultivo de
Aspegílfus gíganteus MON 18894. tos medios han sido designados por números y cada uno de los
componentes se expresa en gramos por cada EGO de medio de cultivo. [a procedencia de dichos
componentes y el procedimiento de preparación de los medios, se describe en el apartado 2.2.6. El










maíz, elaborada por CPC España S.A. (Barcelona,almidón de
España).
2.2.6.2. Preparación de los nuevos medios de cultiva líquido
La preparación de estos
de la fuente de carbono util
Corn Starch (medios 1 y 6),
anteriormente (ver apartado
de cultiva fue diferente en función
izada. Así los medias que contenían
se prepararon según ha sido descrito
2.2.2.1.>.
En los medios que contenian Maizena (medios
fue previamente hidrolizada, para aumentar la
almidón de maiz y favorecer su utilización par
La hidrólisis se realizó de la siguiente forma:
de Maizena en agua destilada se le añadió HCI
una concentración de 3.5 mM por gramo.
ebullición y se mantuvo en este estado hasta
hizo más transparente, cosa que sucede aproxi







que la solución se
madamente a las das
Transcurrido dicha tiempo, la solución de Maizena h
zada se neutralizó con la adición de NaOH en lentejas
Erba), hasta observar un cambio en la coloración y aspecto
solución, que vira de blanco opaco a amarilla transparente
se llega a la neutralización.
Los medios de cultiva se completaron
los demás componentes, según cada caso.
ajustó a 8.0 con la adición de NaOl-l.
mediante la adición
A continuación, el pH
Una vez preparadas, se distribuyeron en tubas de vidrio de
30 mí, a razón de 10 ml por tubo y de 14 tubos por cada uno de
los medias y condiciones de cultivo! hasta un total de 56 tubos
por medio de cultivo. Estos tubos se esterilizaron en autoclave a
120C, durante 20 minutos, y el volumen de agua que perdieron
durante el proceso se completó con agua destilada esterilizada en
las mismas condiciones.
Los tubas se sembraron poniendo un
cultiva de tres días de A. giganteus MDH
medio liquido descrito en el apartado
consideró coma medio de referencia (40,41).
asa de siembra de
18894, crecido en
anterior, y que
A los 0, 1.
correspondientes,


















11 y 13 días, en los cultivos
da sódica a una concentración
dejó actuar durante 24 horas a
los medios se centrifugaron a
el sobrenadante de cada uno de
ica a 280 nm en un espectrofo—
la fuerza iónica y el pH, el
método de Dubois (426) (ver












2.2.7. Aislamiento de las distintas estructuras de Aspergr ¡las
giganteas MDH 18894





racción que contenía solo
obtenida a partir de un c
media de cultivo líquido
y a temperatura ambiente.
las hifas de A. giganteas MDH
ultiva de 24 horas del hongo,
sin agitación, sin aireación
El cultivo fue centrifugado a 27.
CC en una centrífuga refrigerada de
(Newtawn, Connecticut, USA), modelo
se recogió el sobrenadante en donde se
hongo. Este se dejó crecer durante otras 24 horas. Al cabo
dicho tiempo, se centrifugó nuevamente a 27.000 g durante
minutas y el sobrenadante de esta segunda centrifugación
observó al microscópio, camprobándase que sólo contenía hifas.
Obtención
libres de
000 g, durante 10 minutos a
Dupont Instrument—Sorval 1
RC—5, can un rotor SS—34, y




La fracción enriquecida en conidióforos
partir de los conidiófaros maduras del
Aspergil Tus giganteas MDII 18894, crecida
agitación, sin aireación suplementaria
lada y a temperatura ambiente, en el
canidióforos desarrollados en la superf
de unas tijeras y se recogieron sobre
20% p/v. La suspensión se agitO energi
conidióforas, se cargó sobre una sol








s n iluminación contra—
cua se recortaron los
icie del cultivo con ayuda
una solución de sacarosa
camente para disgregar los
ución de sacarosa al 60%
30 minutos a CC, en una
Finalizada la centrifugación, en el fonda del tuba
observarse un sedimento marrón y, por encima del sedimento,
acúmulo de material filiforme. Este material filiforme
recogida separadamente con ayuda de una pipeta Pasteur,
diluida en una solución de sacarosa 0.32 M y centrifugado






En esta segunda centrifugación pudo observarse nuevamente,
en el fondo del tubo, el material filiforme libre de sedimento
marrón que, cuando se observó al micrascópio representa una
fracción de conidiófaros prácticamente libres de esporas.
2.2.7.3. obtención de una fracción enriquecida en esporas
Parte de la suspensión
cultivo de A. giganteas MDH
cargó sobre una solución de
sometida a sonicación durante
a intensidad indeterminada,
se centrifugó a 30 g para el








r apartado anterior), se
.32 M. La suspensión fue
con pulsos de .30 segundos
de disgregar el micelio y
fragmentas no hamogenei-
El sobrenadante obtenido de la centrifugación, se cargó
2.2.7.2. de una fracción enriquecida en conidióforos
esporas.
10? -
sobre un gradiente de sacarosa entre el 20% p/’1’ y el 50% ID/y en
agua destilada y se centrifugó en una centrifuga Sorvalí, durante
1 hora a 1.100 g.
Las fases obtenidas en la centrifugación, se separaron y se
analizaron al microscopio. Así, pudo observarse que la interfase
entre 50% p/v y de 20% p/v de sacarosa estaba enriquecida en
esporas.
Cada una de las tres fracciones obtenidas, enriquecidas en
hifas, conidióforos y esporas, se sembró en 1 litro de media de
cultivo liquido y se creció a temperatura ambiente durante 24
horas. Al cabo de las 24 horas, se tomaron muestras de los medios
de cultivo, en las que se determinó la cantidad de a—sarcina par
radiainmunoensayo, según se describe en el apartado 2.8.2.1.
Las fotografías, realizadas al micrascópia óptico de cada
una de las fracciones, aparecen recogidas en la figura 3.19.
junto con las concentraciones de proteina obtenidas.
2.3. Técnicas de determinación de proteínas
2.3.1. Cálculo de la concentración de proteínas presentes en las
distintas soluciones
2.3.1.1. Determinación de la absorbancia de )as soluciones a
280 nm
El cálculo de la concentración de proteínas presente en cada
muestra, se hizo a partir de los valores de densidad óptica a
280 nm, obtenidos en un espectrofatómetro de haz sencillo modelo
Que de Aeckman (Beckman Instrument, Inc. Palo Alto, California,
USA) y de los correspondientes coeficientes de absorción de
proteínas puras en solución. Las soluciones fueron diluidas
convenientemente para que el valor de absorbancia a 280 nm fuera
menor de 1.5, utilizando como cero de absorción agua destilada o
una muestra del tampón en el que estaban disueltas las proteínas.
En todos los casos, a las lecturas de densidad óptica a
280 nm, se les aplicó la ley de Lamber-Beer (419>, Que permite
determinar la concentración de proteínas de una solución, cono-
ciendo el coeficiente de extinción de las proteínas incluidas en
la misma y el pasa óptico de la cubeta utilizada.
Los coeficientes de absorción utilizados E 0.1%, 280nm, 1cm
fueron las siguientes: 1.34 para a—sarcina y restrictacina, 1.35
para mitogillina, calculados por Gavilanes y col (196), 1.18 para
la ricina según Ihorpe y Ross (420) y 1.35 para la IgO de conejo
segun Jahnstone y Thorpe (419,421).
2.3.1.2. Otras técnicas
Para la determinación de la concentración de proteínas en
las muestras han sido utilizadas también las técnicas de inmuno—
difusión radial simple o Mancini (422> y el método de Lowry
(423)
1OF
La técnica de inmunadifusión radial simple ha sido utilizada
en la determinación de la concentración de a—sarcina en los
medios de cultiva y en las fracciones de los distintos pasos de
purificación de la proteína. El procedimiento y la obtención de
la recta patrón se describen en el apartado 2.5.3.2. y 2.5.3.3.
El método de Lowry ha sido utilizado así mismo en la
determinación de las concentraciones de proteína de las distintas
muestras, siguiendo el procedimiento original del autor y una
modificación del mismo debida a Peterson (419,423>. Para llevar a
cabo la valoración de las soluciones, se hizo una recta patrón
que queda recogida en la figura 2.4., en la que se utilizaron
distintas diluciones de suero de conejo, para el que se estimé
una concentración de proteínas total de 80 mg/ml (424>.
2.3.2. Concentración de soluciones de proteína por ultrafiltra—
cnin
La concentración de las soluciones de proteínas se realizó
empleando membranas Diaf lo 9H10 e YM2 (Amicon, Lexinton, MA,
USA), de diámetros 62 mm y 75 mm, que son permeables a compuestos
de pesos moleculares inferiores a 10.000 y a 1.000, respectiva-
mente. Estas membranas se dispusieron en células de ultrafiltra—
ción de Amicon de 450 ml y 200 ml de volumen.
Las concentraciones se efectuaron a 4’C hasta llevar la
muestra al volumen deseado, baja atmósfera de nitrógeno, a una
presión de entre 2 bar y 3 bar. Después de acabada la concentra-
ción, se recogieron las muestras concentradas y se conservaron
las membranas a 4~C, con agua destilada y 0.1% p/v de azida
sódi ca.
2.3.3. Diálisis de soluciones de proteína
La diálisis se llevó a cabo en tubos de celulosa (Union
Carbide Corporation, Chicago, IL. USA, distribuidas por Serva o
por Sigma). Los tubos fueran hidratadas en agua destilada
mantenida en ebullición durante 5 minutos, para eliminar la
glicerina y otros compuestos conservantes que llevan adheridas,
eliminando así su influencia en la absorción de la muestra a
280 nm.
Tras la ebullición, se anudé uno de los extremos del tubo y
se comprobó que éste no presentaba perforaciones y, a continua-
ción, se introdujo la muestra anudandose el otro extremo tras
eliminar el aire del interior del tuba.
Una vez cerrada, el tubo se dispuso en una probeta de
vidrio que contenía el tampón de diálisis, y fue mantenido en
flotación, con agitación magnética, durante al menos 4 horas. En
todos los casos, las muestras se dializaron contra 60 a 100
volúmenes de tampón. Finalizado este tiempo, se extrajo la
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Figura 2.4. Recta patrón de determinación de la concentración de
La recta patrón ~a sido obtenida a partir de los
diluciones de plasma de conejo con concentraciones
tratadas según el método colorisétrico descrito por
descrito en el apartado 2.3.1.2. En la figura tambien
proteínas por el método de thry
valores de absorción a 500 na de distintas
de proteína comprendidas entre O y 250 Mg,
towry y col ¡423). El procedimiento aparece












2.3.4. Precipitación con sulfato amónica (S0~ (NH¿ )z>
Como método de concentración de las proteínas presentes en
extractos de los distintas materiales biológicos y como
r paso de purificación de las toxinas, se procedió a la
pitación con sulfato amónico al 80%. En la purificación de
anticuerpos manoclonales, se utilizó una concentración del
ver apartado 2.5. 2.3.
Para ella, se añadieron a
S04(NH4)2 (Carlo Erba.), que permi
final. El cálculo la cantidad de
siguiendo las indicaciones hechas
La solución resultante se mantuvo
rante 60 minutos y se centrifugó a
a 25t en una centrífuga Sorvalí y
tada fue resuspendio en volumen mm
los extractos la cantidad de
te alcanzar dicha concentración
sulfato amónico se llevó a cabo
por Colowick y gaplan (425).
con agitación magnética du—
25.500 g, durante 20 minutos
con un rotor GSA. £1 precipi-
mo con agua destilada.
Tras la resuspensión, el material era dializado para elimi-
nar el exceso de sales.
2.3.5. Liofilización de las soluciones de proteína
La liofilización de las distintas soluciones de proteínas se
llevó a cabo en un liafilizador marca Virtis, modelo 10—030 (The














muestras fueran colocadas en recipientes de
y 50 ml de capacidad (Labconco o Afora,
congeladas en acetona (Ijoesder, Montvlet &
ana, España> saturada de nieve carbónica. La
a cabo inclinando el recipiente de cristal
la muestra ocupase la mayor superficie
Cuando ésta estuvo congel
de las tomas del liofilizador,
—5c<C y -60>C y a una presión
ada, el recipiente se ajustó
que estaba a una temperatura
entre 30 milibar y 60 milibar
a una
entre
2.3.6. Determinación de la concentración de hexasas
La determinación de hexosas en las muestras de los medios
cultivo y en las soluciones de proteína, se lleva a cabo por










ca se realizó en
previamente con
después sólo
tubos de vidrio de 30 ml
ácida sulfúrico diluido
con agua y que se dejaron
A una alícuota de 100 pl de la
analizar, se añadieron 50 pl de una solu
(Merck> en agua destilada y a contin
sulfúrico concentrado analítico (Merck>.
enfriar y después de una hora se leyó
muestras a 490 nm en un espectrofotómetro
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50 100 150 200
microgramos de glucosa
y z 0.007767x -~ 0.027550
r
2z 0.998688
para n = 6
x = ~.tgde glucosa ¡
y = densidad óptica
poci 1 lo
a 490 nm
de deterainación de la concentración de ~axosnsen los medios
18614
de cultiva de A.figura 2.6. Recta patrón
gigmnteus MOH
En la gráfica se representan los valores de densidad óptica a 490 nc obtenidos para cada ¿¿ni de las
concentraciones de glucosa utilizada, en un rango comprendido entre ID ~gy 230 pg. [adeterminación
ha sido hecha por el método de Dubois y col (428), según se describe en el apartado 2.3,6. Esta
recta ha sido utilizada coso recta patrón para la deteruínacrón de las concentrac¡ones de ñexosas







La concentración de hexosas se determínó
de glucosa a partir de una recta patrón obten
método con cantidades de glucosa entre 10 pg y
recoge en la figura 2.5.
2.3.7. Electroforesis en geles de paliacrilamida en
dodecil sulfato sódico (PAGE-SDS)
como equivalentes
ida par el mismo
230 pg, según se
presencia de
2.3.7.1. Preparación y desarrollo de
vertical
los geles en sistema
Las electroforesis en geles discontinuos de
se llevaron a cabo en presencia de dodecil sulfato
de acuerdo con el método descrito por Laemmlí
mayoría de los casos, se utilizaron geles de se
contenía entre un 10% p/v y un 15% p/v de una
acrilamida más bisacrilamida 35% T, en tampón 0.375
pH 8.3 y un gel de concentración que contenía entre
7% p/v de la misma solución de acrilamida—bisacrílami
0.125 Nl Tris (Tris (hidraximetil) amino metano)—HCl,
ambos tampones se les añadi6 una concentración final
de SDS (Sigma). Como tampón de electroforesis se uti












Las muestras, generalmente con una cantidad de proteína
comprendida entre 10 pg y 40 pg, se prepararon añadiendo tampón
0.0625 Nl Tris—HCl pH 6.9, can 1% p/v de SOS, 10% y/y de glicerol
(Merck) y azul de bromofenol (Merck> a una concentración de 0.06
mg/mí, y se calentaron durante 5 minutos en un baño con agua
hirviendo.
Cuando las proteínas fueron estudiadas baja condiciones
reductoras, se añadió a las mismas un 5% y/y de 2-13—mercaptoeta—
nol. En los geles realizados durante el proceso de purificación
de la briadina, se añadió tanto en la preparación de las geles























de peso molecular fueron u
conalbúmina tipa 1 (86.000),
), catalasa de hígado hay
picante (40.000>, anhídr
de la tripaina de soja (21.00
e Sigma. También fueron u
lecular de BIO-RAD compuestas
idasa (116.000), fosforílasa
mo <88.000> y ovoalbúmina ~43
GmbH (Alemania) compuestas po
glutamato deshidrogenasa (55.400), lactato

































de 80 Y hasta
aduce en el
hasta valores
s se dió por
llegaba a un
en una cámara de
por Studier (428>,













Una vez finalizada la electroforesis, los
can una solución de Coamasie Briilant Blue R—250
metanol:ácida acét~co:agua en proporciones 45:10:
nanda el exceso de colorante en el misma disolvente
geles se tiñieron
al 0.25% p/v en
45 (429) eiimi—
2.3.7.2. Secada de los geles de poliacrilamida
Los geles de





18.5 cm de lada in
de 0.5 cm, unidos
pal iacri lamida—SUS fueran secados de acuerdo
scrito por Wallevik y Jensenius (430). Tras
hasta conseguir el contraste deseada, este se
pliegos de papel de celofán humedecidos en una
eral:metanol:ácido acética:agua (5:40:5:50> y
das bastidores de metacrilato de dimensiones







soporte se mantuvo durante toda la noche
hasta que el gel se secó por completo.
se desmontó el bastidor y los bordes del
adhesivo.






En determinadas experimentos, las distintas fracciones fue-
ron analizadas en geles de poliacrilamida en presencia SUS en
gradiente del 4% al 15%, obtenidos de Pharmacia (Phastgel
gradient 4-15, Pharmacia, Piscateway, New Jersey, USA) que se
desarrollaron utilizando el sistema automática <Phastsystem de
la misma casa comercial y en las condiciones indicadas por el
fabricante.
2.4. Técnicas cromatagráficas
2.4.1. Activación de las resinas de intercambio iónico
Las resinas de íntercambi
International Ltd., Maidstone
aniónico, cuyos radicales acti
aminaetano unidos a una matri
(Whatman), un intercambiadar
carboximetano, unidos también
ron de una activación previa
matriz, adquieran su carga ca










El proceso de activación se
sólida en 15 volúmenes de una
suspensión se agitó con una varilla
la resma se empapara completamente







son restos de dietil—
y CM 23 cellulose
yos restos activos son
de celulosa, necesita—
radicales unidos a la









Transcurrida este tiempo, se
de volúmenes de agua desti lada,
lavó 15 veces con igual número
hasta conseguir que el valar de
u ri aconveniente se utilizó un embudo Buchner conectada a
vacio y se aspiró el exceso de agua.
este momento, a la resma se le añadieron 15 volúmenes
solución de 0.5 Nl NaOH en la que, tras conseguir que se
bien, se mantuvo durante 20 minutos al cabo de los
lavé 15 veces con agua destilada hasta que el valar de
suspensión fue inferior a 8. Nuevamente se eliminé el
agua con ayuda de un embudo l3uchner conectado al
Tras este tratamiento, la resma fue degasificada
equilibrada en el tampón de cromatografía correspondien
se utilizó para la purificacian de la o--sarcina (ver
2.6.1.), se equilibré en tampón 0.025 Nl ácido acéti
sódico pH 4-5, (AcH/AcNa) para lo cual se utilizó,
lugar, un tampón 0.25 Nl AcH/AcNa a igual pH, del
necesarios 2 volúmenes de columna para alcanzar el va
deseado. Una vez que el valor de pH era estable, se
volúmenes del mismo tampón a una concentración 0.025
cual se consiguió estabilizar, así mismo, el valar
iónica.






















de las métodos uti
partir del extracto
do la cromatografía de
de hidratos de carbono
caso de la Sepharose
(413>. Para aumentar
se procedió a la act
sis can 0.2 Nl HCl,
de azúcares accesibles
lizadas para la purificación de
de semillas de Rícinus communis
afinidad en resinas compuesta
en particular de galactosa, c
CL—46 (Pharmacia, S.A., Uppsa
el rendimiento de purificación de
ivación de la resma por medio de
obteniendo así un mayor número
que pueden fijar la proteína (43
En primer lugar, se procedió al lavado de la resma con 30
volúmenes de agua destilada para eliminar las sustancias conser-
vantes.
Una vez lavada exhaustivamente, se mezcló con das volúmenes
de 0.2 Nl OCI. La mezcla se calenté en un baño termostatizada a
50C durante 3 horas, con agitación ocasional y, transcurrida
dicho tiempo, se lavé con agua destilada nuevamente con el fin de




este segundo lavado, la resma se
t con tampón 0.1 Nl Tris—HCl, pH 8
ién de la ricina (apartada 2.6.2.>.
mantuvo durante una
.5, utilizándose en la
2.4.3. Unión de los colorantes triazinicos a Sepharose CL-46
2.4.3.1. Reacción entre las colorantes triazinicos
Sepharase CL—48



















































Figura 2.6. Colorantes triazínicos
En la figura aparecen representadas las fórmulas de los colorantes triazínicos Cibacron EIue F36A y
Procion Red HEZE, que fueron inmovilizados en Sepharosa CL—46, según se describe en el apartado
2.4.3. Las fórmulas han sido tomadas de Osan y Watson <433> y, como se especifica en la figura, el





Watsan (432). En ella,
cavalentemente a una resin
una alta concentración de
cama matriz, la resma Se
unieron los colorantes Ci
Sigma) y Procion Red HE 3B
cuya estructura se recoge e
de la conjugación fueran
Sepharose, respectivamente
quedaban inmovilizados por
los colorantes triazinicos se unen
a, en condiciones de ph básico y can
sales <432>. En este caso se utilizó
pharase CL-48 (Pharmacia), a la que se
bacron Blue F3GA (Reactive Blue 2 de
(Procion Brillant Rat MX-2e de Serva),
n la figura 2.6. Las resinas derivadas
denominadas Blue—Sepharose y Red—
y se consideró que los colorantes
la matriz (432).
Para llevar a cabo la síntesis de estas resinas, se partió
en cada caso, de 50 gramos de Sepharase CL—4B, hidratados en 125
ml de agua destilada durante 2 horas. Tras la hidratación, la
resma se lavé repetidamente con agua destilada en un embudo















se añadieron 1.25 gramos de colorante
de agua destilada y la mezcla se agité
spues se añadió NaCí (Carla Erba) hasta una
del 20% p/v, y tras agitar durante media
reacción se completé con la adición de





reacción se desarrollé durante 40 horas a 45W en un
tizada y can agitación ocasional. Transcurrido d
la resma se colocó de nuevo en un embudo Buckner y
agua destilada para eliminar el exceso de colorante.
Cuando dejó de eluir colorante, la resma se lavé en
lugar con 50 volúmenes de una solución 1 $1 de 1<01 (Merck),
continuación can SO volúmenes de una solución 4 Nl urea, en
se conservé durante toda la noche. Al dia siguiente, se
nuevamente can agua destilada y se mantuvo en tampón O










culo se realizó por espectrofotometría de absorción,
para el Cibacron Blue ESGA un peso molecular de
coeficiente de absorción e a 603 nm de 17.373,
para el Procion Red se consideró como peso molecular
e a 510 nm un valor de 21.292.
En primer lugar, se compararon los coeficientes de hidrata-
ción de la Sepharose CL—48, antes y despues de la conjugación can
los colorantes, de donde se obtuvo que porcentaje de dicho
coeficiente en Blue-Sepharase y Red—Sepharose correspandia al
colorante unida a la resma.
Despues se leyó la absorción de las resinas Sepflarose CL—48
y Blue—Sepharose a 603 nm y Sepharase CL-48, nuevamente y Red-
Sepharase a 510 nm, calculando las diferencias de absorción
correspondientes a cada una de las languitudes de anda.








Estas diferencias de absorción se relaccíanaron con el
forma, el número de miligramos
resma. Los valores obtenidas
E3GA por gramo de resma, en e





de colorantes unidas par gramo de
fueran de 1.20 mg de Cibacron Slue
1 caso de la III ue-Sepharose y 0.93
gramo, en el caso de la Red—
las toxinas con colorantes triazinmcos
Cromatografía de afinidad de a-sarcina en Blue-Sepha—
rosa y en Red—Sepharosa en distintas condiciones
La interacción de la ci-sarcina can colorantes triazinicas
inmovilizados se estudié bajo distintas condiciones experi-
mentales. Rara ella, la resma Biue-Sepharose fue equilibrada en
las siguientes tampones:
Condiciones experimentales _A: La
fue equilibrada en tampón 0.010 Nl
7.4, según describen Spertí y col
columna de Blue—Sepharose
Tris—HCl, 0.020 Nl NaCí pH
(378).
Condiciones experimentales 8: En estas condiciones, la
resma fue equilibrada a valores de pH comprendidas entre 2
y iO, can incrementas de una unidad de pH en cada
cromatografia. Para ello, se eligió en cada caso el tampón
adecuado que permitiera obtener el valar de pH deseada y
cuya fuerza mónica no excediese de 2.5 mS/cm. Los tampones,
así como sus características, quedan recogidas en la tabla
2.7.
Condiciones experimentales_O: En las condiciones experimen—
tales O, se aumenté la concentración de tampón fosfato con
respecto al tampón utilizado en E a pH 7; así, la resma se
equilibré en tampón 0.1 Nl fosfato sódíco pH 7.
En todos los casos se utilizaron columnas
(8 mí) de Biue—Sepharase, equilibrada en el
diente, en la Que se cargaron 2 ml de una soluc
una concentración 3 mg/mí, disuelta en tampón
columna fue eluida con un flujo de 25 m)/h con
al que se añadió una concentración de 0.5 6 1 Nl Na
dose fracciones de 1 ml aproximadamente en las Que
la absorbancía a 250 nm en el espectrotatómetro
i 6 n i ca
de 1.5 cm x 4.5 cm
tampón correspon—
ion de a-sarcína a
ce equilibrado. La
e mismo tampón,
Cl , recog men—
se determmnó
y la fuerza
Las fracciones eluidas de Blue-Sepharose, rueron




La resma Red-Sepharose se montó en una columna de 1.5 cm
5.0 cm (8.5 mí) equilibrada en tampón 0.005 Nl fosfato sédico,
7.0. En ella se cargó una muestra de n-sarcina a concentración
2.5 mg/mí, eluyéndose can una concentración de 0.5 Nl NaCí en
















denominada Affí—Gel Slue, comercializada par
esina formada por una matriz de agarasa a la que
lorante Cibacron Blue ESGA. Esta resma
de colorante estimada en aproximadamente
ml de gel según apuntan los fabricantes.
las particulas está comprendida entre menos 100
mesh y menos 200 mesh (entre 80 ~m y 150 pm de d
sido utilizada par distintas investigadores en la
fraccionamiento de soluciones de proteínas tales
deshidrogenasas y otras enzimas dependientes
(433,434). También ha sido utilizada para la el
fraccian de albúmina como pasa previo a la








En todas los casos se tomaron muestras de 1 mi, con una
concentración de 0.8 mg/mí, de las siguientes proteínas: cadena A
de la rícína, bríadina, gelonina, pAP—I, a—sarcina y mitogillina,
cuyas caracteristicas mas destacadas han sido resumidas en la
tabla 2.1. Las muestras fueron cargadas en columnas de 1.0 cm x
2.5 cm (2 mi) de Affi—Gel Blue, equilibradas en tampón 0.1 M
fosfato sédico, pH 7.4, que se eluyeron con un flujo de 30 ml/h.
La proteína retenida par la matriz fue eluida con 0.5 Nl NaCí,
añadido al tampón de equilibrado.
Sabre el total de
porcentaj e correspondiente
columna. Las fracciones fue
sis de proteínas en Usado
celulares MCE-Y y MeWa.
proteína recuperada, se calculé el
a las fracciones unida y no unida a la
ron probadas en inhibición de sínte—
de reticulacitos y sobre las lineas
2.4.5. Unión de la o—sarcina a una matriz de
activada con bromuro de cianógeno (BrCN>
Sepha rase CL—46
El procedimiento de unión de la o—sarcina a la matriz de
Sepharose CL--48 se realizó según el procedimiento descrito por la
casa comercial que distribuye el producto (436) y que brevemente
es el siguiente: la Sepharose CL—48 activada con BrCN (Pharmacia
Fine Chemicais) fue hidratada en agua destilada, tras lo cual se
lavé can una solución de 0.001 Nl 1-101, sobre un filtro de vidrio
Buchner conectado a una bomba de vacío, con el fin de eliminar el
exceso de agua. EJ coeficiente de hidratación de la Sepharose CL—
4B—BrCN es de 37? ml/gramo de resma seca.
la resma se resuspendié en
ácida carbónico/bicarbonato sédíco, pH 8.3, 0.5 Nl
añadió a—sarcmna a una concentración de 10 mg/ml.
mantuvo can agitación durante 2 horas, a 4-WC. A
tiempo, el tampón se eliminé par filtración a
determiné la cantidad de proteína ligada a
diferencia de densidad óptica a 280 nm antes y















activados que hubí eran
0--sarcmna, la resma se
grupos amino de la
quedado libres tras
incubé con una solución
Shepa rase
la unión






mina pH 8 y se mantuvo cori agitación constante durante 1 hora.
Final izada el orocesa, a resma se lavé tres veces con tampón
0.1 Nl ácido acético acetato sódíco (AcH/AcNa), pH 4.0, 4.0 Sl NaCí
y das veces con tampón 0.1 Sl Tris—ácido bórico pH 8.2, 1 Nl NaCí
para el imi nar las nial écu las de protei na que no sc han unida
cavalentemente a la matriz y para asegurar que todos los grupas
libres capaces de reaccionar cotí otras proteínas- lían sido
bloqueados.
La resma sintetizada, o-sarcmna-Sepharosa CL-46, se con-
servé en el tampón del última lavada, equilibrándose en tampón
PES cuando fue utilizada para la purificación de la IgG anti—
o—sarcina (ver apartado 2.5.2.2.).
2.5. Técnicas inmunoquimicas
2.5.1. Preparación de antisueros policlonales y monoclonales
2.5.1.1. Obtención de un antísuero policlonal de conejo contra
mitogi lina
Para la abtencíón de un antisuero contra la mítagíllina, los
animales se inocularan en das ocasiones. En la primera mnocula—-
ción se inyectaran 800 pg de mitogillina, disueltos en PES y
emulsionadas con adyuvante completo de Freunó H37 Pa (Dílco,
Michigan, USA), en proporción 1:2 y/y. La emulsión se produjo por
tratamiento ultrasónico y se inyecté por vta intramuscular en las
patas traseras del conejo.
Veinte días después de la primera inoculación, y tras
comprobar por inmunodifusién radial (ver apartado 2.5.4.1.) la
presencia de respuesta inmune en el coneja contra la proteína,
se remnoculó al animal con 100 qg de la misma muestra de antigeno
disuelto en 4 ml de PBS que se inyectaran subcutáneamente en el
lamo, repartidas en distintas localizaciones.
A los treinta dias tras la reinaculacién, se procedió a
sangrar al animal de una vena de la oreja. Cuando se produjo la
retracción de coágulo, se separé el suero que fue centrifugada a
1000 g durante 15 minutos, a 4 0, comprobándose la respuesta
contra el antigeno nuevamente por inmunodífusión radial.
Cuando se detecté una actividad suficiente, el conejo se
exsangui nó por sección de una de las venas yuqu r ares. LI suero
obten ido se mantuvo congelada a —20 0.
2.5.1.2. Obtención de un antisuero policlonal de conejo contra
la a—sarcina
En este caso, los conejos fueron inoculados en tres ocasio-
nes. En la primera inoculación se inyecté 1 mg de a-sarcína en
las condiciones descrita para la primera mnyeccmén de mitogí—
llina, emulsionada por sonicacién con adyuvante completo de
Freund, en relacrión 1:3 y/y.
A los veinte dias desoués de la primera znocuiaclOn, SC
120 —
PBS y emulsionada con adyuvante incompleto de Freund (Difco),
relacción 1:3 y/y. La emulsión se produjo por sonícación y
inyecté igualmente por vía intramuscular en las patas traseras
e ti
se
Al cabo de das meses, se realizó una tercera inoculación de
antígeno. En este caso, se inyectaron 5 dosis crecientes entre 20
y 100 pg disuelta en PBS y con das días de diferencia entre cada
dosis. La inyección se realizó subcutáneamente en el lomo en
distintas localizaciones.
A los veinte días tras la reinmunización, se procedió
sangrado periódico del animal de una vena de la oreja y a
obtención de suero específica contra la o—sarcína.
al
la
2.5.1 .3. Obtención de un antisuero policlanal de conejo contra
la rícina
El antisuero paliclonal contra la ricina fue
conejo New Zeland, de aproximadamente 3,5 Kg
inmunógeno se utilizó una muestra de ricina,
filtración en Sephadex G 100, que fue reducida con
tanol (Merck)a una concentración final de 40
reducción, la proteína se trató can glutaraldehido


















una primera inoculación, se inyectaron 0.5 ml de la
descrita, que contenían 0.047 mg de ricina total. La
ue emulsionada can adyuvante completo de Freund (Difco),
ión 1:3 y/y, por sonícacién. La inyección se realizó en
traseras del animal.
Veinte días después de la primera inyecci
segunda inoculación con igual cantidad de rici
adyuvante incompleto de Freund (Difca) e








Transcurrido un mes después de la segunda inoculación,









del líquido ascítica de la cavidad intraperi-
ratones nu/nu Balb/c
La técnica más utilizada para la obtención de AcMos a partir
de células de hibridomas, ha sido el cultivo de dichas células en
la cavidad peritoneal de ratones de la cepa nu/nu Balb/c (437).
Estos ratones presentan un defecto hereditario, controlado por un
gen recesivo que impide un desarrollo normal del timo, el cual
permanece en estada rudimentario (437>; este hecha ocasiona en
las animales una respuesta inmune deprimida, que se manifiesta,
entre otros síntomas, en una disminución drástica en los niveles
de IgO, lo cual facilita la purificación de las AcMos acumulados
en el liquido ascítíco y derivadas del crecimiento del línfoma
<438)







mente can 0.5 ml de pristano (2,6,iO,14—tetrametíl
Sigma) 15 días antes de la inyección de 1.500.000
bridoma productor del anticuerpo monaclonal. El
aceite mimeral que induce la formación de ascitis
Desde un principio, los ratones se mantuv
animalario del Istituto Nazionale del Turnan, en
estériles y, tras la inyección de las células de h
controlaran diariamente hasta que el crecimiento de
inoculadas en la cavidad peritoneal del animal se h
por abultamiento del abdomen.
Según ha sido descrita en la literatura,
observado en los experimentos incluidos en esta
que los ratones tardan en desarrollar el fluido
variable, ya que va desde los 5 a las 11 dias (4
el cual se observa el mayar abultamiento del




























líquido ascítico pudo ser detectada
del animal, ya que en algunas casos
células del hibridomas produjo muy





proceder a la extracción, el ratón se anestesié con
ca y se colocó en posición de cubito o boca arriba.
tijeras estériles de punta curva, se efectué una
onguitudinal en la piel del abdomen, suficiente para
introducirse la punta de una pipeta pasteur esteril a













itico fue centrifugado a 1.500 g, durante 5
una centrífuga de mesa Vismara (\‘ismara
Milán, Italia), con el fin de separar las
a. A partir del sabrenadante obtenido en esta
procedió a la purificación del anticuerpo
describe en el apartada 2.5.2.3.







tog ráf i ca
Purificación de TgG total a partir de suero
canejo
de
purificación de la IgG total presente en los sueros oe
jas inmunizados, se llevó a cabo por cramatagrafia de
en una columna de prateina A de Staphyfococcus aureus,
una matriz de Sepharosa y denominada proteína A—-(Pharmacia, Upssala, Suecia). El procedimiento croma—





A-Sepharosa fue hidratada en
pH 7.4, 0.15 Sl cloruro sódico
y/y, abreviado cama PBSaz, y










Tris HCl 10 mM












acetato sádica 25 níN
ácida acética/






fosfato sádico 25 mM
fosfato sádico 10 mM
Tris HCl 20 mM














fosfato sádico 100 mM /.4 mO. 30
Tabla 2.1. Tampones utilizados
En la tabla se recogen las características de los distintos tampones utihzados en el estudio de la
interacción de la a—sarcina con colorantes triazinicos mnmoy¿lízados y en Os Que las resinas fueron
equilibradas. En cada caso se indica el tipo de tampón, el valor de pH y la fuerza óníca de cada
uno de ellos, según cada una de las condiciones experimentales utilizados. El procedimiento
cromatográfico se describe en el apartado 2.4.4.1.
Una vez equi ibrada, se cargó una al icuota de 10 ml de suero
de conejo esqeo 4 f i ca y se lavé con PESaZ hasta que e 1 el ui do
presentaba una absoro 4½ a 280 nm menor de 0.05.
El materia? retenido en la columna fue eluido con tampón 0.2
N glicocoia—HCl, pH 2.6. Se recogieron fracciones de 5 mi, sobre
0.2 ml de tampón 2.5 M Tris-HCI, pH 8.5, en las que se determino
la absorción a 280 nm. Aquellas fracciones cuya absorción era
mayor de 0.1 se recogieron y dializaron contra RES, tras lo cual
fueron conservándose a —20C. El perfil cromatográfíco y el
análisis en PACE-SOS del material obtenido queda recogido en la
figura 2.7.
Una vez finalizado la cromatografía, la proteína A—sepharose
se equilibré en tampón RES con azida sádica a una concentración
final del 0.2% y se conservé a 4~C en la misma columna de vidrio.
2.5.2.2. Purificación de IgO específica contra o—sarcina a
partir de suero de conejo
Para la purificación de la IgO específica contra a-sarcína,
a partir del suero de conejo, se utilizó una columna de afinidad
de o—sarcina—Sepharose CL-~4B, sintetizada a partir de o—sarcína y
una matriz de Sepharose CL—4B, activada con bromuro de ci anégeno
(BrCN) (Pharmacia) ,según se describe en el apartado 2~4.5.
La cromatografía se realizó según ha sido descrito para la
obtención de IgO total, en el apartado anterior. Para ello, se
cargaron 10 ml del antisuero de conejo en una columna de 2.0 cm x
.3.0 cm (9.5 mi), equilibrada en tampón 285, (0.025 M fosfato
sádico, pH 7.4-, 0.15 M NaCí). Cuando la columna estuvo lavada,
la IgO se eluyó con tampón 0.2 Nl glicocola—f-ICl, pt-l 2.6 y se
recogieron fracciones de 5 mí, sobre 0.2 ml de tamoón 2.5 Nl Tris-
1101 en las que se determiné la absorción a OSOnm. Aquellas
fracciones que contenían la IgO purificada, fueron conservadas a
~20 0.
2.5.2.3. Purificación de los anticuerpos monoclonales a partir
del liquido ascítico
El liquido ascítíco libre de células y centrifugado
obtenidos según ha sido descrito en el apartado 2. 5.1.4., se
fi Itró a través de un filtro Mil lex de 0.22 rlm (Mí 11 ipore) y el
material fi Itrado fue diluido en una proporción 1:20 con tampón
0.010 Nl acetato séd 1 co pH 4.9 y centrifugado a 12.000 q durante
30 minutos.
El sobrenadante obtenido de esta centrifugacién se precipité
con sulfato amónico, llevado hasta una concentración del 45%
(Carlo Erba) que se mantuvo en agitación durante 1 hora, a
temperatura ambiente. Tras la agitación, la solución se centrí-
fugó a 12.000 g durante 15 minutos a 25 0. El precipitado
obtenido se disolvió en tampón 0.1 Nl Tris—bICI, pH 8.3 y se
dializó contra el mismo tampón, a? que había sido aiiadído 0.5 tI
NaCí













Figura 2.7. Cromatografía de afinidad en proteína A—Sepharose
En la figura se recoge en perfil cromatogrifice de la purificación de la lgG total a partir de un
suero de conejo en una columna de proteína A—Sepharose <2.0 cm 2.5 cm), equilibrada en FRS—u y
eludía con tampón 0.2 M glicocola-NCI, oH 2.6 según se describe en el aparado 2.5.2.1. La flecha
indica la fracción a partir de la cual se aplicó a la columna el tampón de elución. Las fracciones
que presentan densidad óptica a 280 nm, fueron analizadas en PASE—SOS, cuyo resultado se recoge asi
mismo en la figura. En el pocillo 1 se aplicaron los marcadores de peso molecular y en el pocillo 2,
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Sepharosa 6B (Pharmacia Fine Chemícais AB, Uppsala, Suecia),
dimensiones 1.5 cm x 90 cm (159 mí) equilibrada en tampón 0.1





Cuando se trataba de anticuerpos monoclonales de clase IgO,
el materia] dializado fue aplicado en una columna de afinidad
proteina A—Affi Gel (Bio—Rad, Richmond, CA, USA), de dimensiones
1.5 cm x 9.0 cm 16 mí), equilibrada en tampón 0.1 M Tris—HCl,
pH 8.3, 0.5 M NaCí, que se eluyó con tampón glicocola—HO], pH
2.8.
2.5.3. Estudios de la inmunogenicidad de las toxinas en ratones
Sal b/c
2.5.3.1. Determinación de la inmunogenicidad de las toxinas en
ratones Baib/c
Los estudios de inmunogenicidad
realizaron siguiendo dos protocolos
denominados método 1 y método 2.
de las toxinas en ratones se
de inmunización diferentes,
Método 1. En este método, se inocularon por vía intraperito-
real grupos de 3 a 5 ratones Balb/c, de aproximadamente 20
gramos de peso, con dosis semanales de 100 pg de restricto—
cina y de la cadena A de la ricina en solución salina,
durante 4 semanas. Una semana después de la última inocula-
ción, los ratones fueron sangrados con el fin de comprobar
el desarrollo de la respuesta inmune en los animales.
Método 2. En este segundo caso,
inmunogenicidad de la cadena A de
y de la PAF en comparación con la
inocularon distintos grupos de ra
consecutivas, con dosis semanales
y PAP—I, divididas en 20 ~úg inocu
20 pq por vía intraperitoneal y co
119 inoculados por vía subcutánea y
tonca]
se valoré nuevamente la
la ricina, de la gelonina
o-sarcina. Para ello, se
tones, durante 8 semanas
de 40 pg de RCA, gelonina
lados por vía subcutánea y
n 80 pg de a—sarcina, 40
40 119 por vía intraperí-
En ambos métodos, la valoración de la presencia en el suero
de los animales de anticuerpos contra las toxinas, se llevó a
cabo mediante un radioínmunesayo en fase sólida, según se
describe en el apartado 2.8.2.2.2.. En esta valoración, se
añadieron di luciones sucesivas en tampón fosfato salino del suero
de ratón, a los pocillos de placas de 96, incupadas previamente




a incubación se añadió en todos los pocillos una
gO de cabra contra el fragmentoFc de la ínmunoglobu-
ratón (o-VS>, marcado con ~25¡ (ver apartado 2.8.1.).
Los resultados
de los sueros a os
cuentas por minuto
1 ucubaron cotí una
obtenidos se expresaron como Indice de Un
pocillo, tomando como referencia el número
fijadas a los pocillos cuando estos






inoculados con ningún antigeno.
2.5.3.2. Protocolos de inmunización de ratones Balb/c
u—sarc 1 na
Grupos de 3-5 ratones Balb/c fueron
osís de 100 pg de a-sarcina durante
inyecciones, según los siguientes
nocu lados





Pr i me r
casos,
vía mt
grupo: Los ratones fueron inoculados en
con la muestra de a-sarcina en solución





Segundo grupo: La solución de o—sarcina (0.1 mg/mí) se
emulsionó con adyuvante completo Freund, en porporción 1:2
y/y en la primera inmunización y con adyuvante incompleto de
Freund tambien en proporción 1:2 y/y en las siguientes
nocu 1 aciones.
Tercer grupo: En este caso los animales fueron inoculados
con una muestra de toxina tratada con una solución de 25%
y/y de giutaraldehido, en presencia de adyuvante completo
Freund en proporción 1:2 y/y en la primera inoculación y
adyuvante incompleto en las Y restantes.
Cuarto grupo: inoculado con una muestra de proteína tratada
con glutaraldehido 0.25% y/y y en presencia de hemocianina
de molusco (Keyhole limpet haemocyanin, KLH), como transpor-
tador, según el protocolo descrito por Guliick y col (9).
Así, se mezclaron 6 mg de antígeno con igual cantidad de KLH
(Herce Chemical Co., Rockford, IL.,USA), en 145 pl de PBS y
se añadieron 5 pl de una solución al 25% y/y de glutaralde—
hido. La solución se mezcló durante 15 minutos y transcu-
rrído dicho tiempo, se inoculó en el ratón la dosis corres-
pondiente, conservando el resto de la mezcla a 40.
En todos los casos, a partir de la
ratones fueron sangrados y se comprobó
sarcina y contra KLH, en aquellos aní
transportador según el procedimiento de
crito en el apartado 2.8.2.2., valoránd
los sueros a pocillos incubados con los
cuarta inmunización, los
la actividad contra o—
males inoculados con el
radioinmunoensayo des-
ose el Indice de Unión de
ant igenos.
2.5.4. Técnicas de inmunoprecipitación en geles de agarosa
Las técnicas de inmunoprecípitación se llevaron a cabo en
geles de agarosa. Estas técnicas permitieron visualizar la unión
entre un antígeno y su anticuerpo correspondiente ya que, tras la
interacción, se forman agregados que precipitan en el gel cuando





os agregados resultan insolubles en tampones acuosos y se
izan en el gel como una banda de color blanco traslúcido





de los dos elementos que se mezclan (421)
Los geles de agarosa se prepararon a partir de una solución
de agarosa Tipo y (Sigma) con un coeficiente de flujo electroen—
dosmótico (—mr) de 0.08, al 1% p/v en tampón 0.050 Nl Tris—HCl, pH
8.2, con azida sódica al 0.1% p/v. Esta suspensión de agarosa
mantenida en agitación, se calentó en un matraz hasta que el
tampón estuvo a punto de ebullición, momento en el que la agarosa
se disuelve, A partir de aquí, la preparación de los geles
presentó características particulares para cada técnica.
2.5.4.1. Inmunodifusián doble en das dimensiones
Esta técnica se caracteriza en
sistema antígeno—anticuerpo difunden,
ción se produce en aquellos puntos de
las concentraciones de ambos alcanzan
ción (441).
que los dos componentes de
de manera que la precipita—
1 gel de agarosa en los que
el equilibrio de precipita—
Los geles de agarosa se prepararon
cm x 7.5 cm colocadas en posición hor
vertieron 10 ml de la solución de agar¿sa
Tris—HO] pH 7.8, 0.1% p/v de azida sádica,











Cuando las inmunodifusiones se realizaron con muestras de
ricina,a la solución de agarosa se añadió detergente Tritón X—100





vapor de agua y
que la agarosa hubo
ámetro entre 3 mm y 5
antígeno y d~ anti







de 1.5 kg, durante
de colorante Coomassie
metanol:ácido acético:
exceso de colorante se
solución de coloreado.
dicho tiempo, los geles
con tampón salino PESaz
estuvieron lavados, se
hoja de tel Bond Film
humedecidos con agua y





mm, donde se colocaron las
suero. Ambas soluciones se
en una atmósfera saturada de
de agarosa se lavaron 3
al 0.1% p/v, durante
secaron sobre la cara
(Miles, España) entre
con un peso aproximado
iñeron con una solución
(Sigma> al 0,5% p/v en
urante 2 minutos. El
lavado en el disolvente de a
Inmunodifusión radial simple
Esta técnica se denomina inmunodifusión
técnica de Mancini (422), ya que sólo uno de 1
sistema antígeno—anticuerpo es el que difunde,
otro se incluye en la agarosa. Cuando es el an
incluye en el gel de agarosa, la técnica se
Directo (422). En este tipo de inmunodifusión,
precipitados antígeno—anticuerpo se visualiza




tisuero el que se
denomina Nlancini
la presencia de
en forma de halos
2.5.4.2.
La técnica se llevó a cabo en placas de plástico (Mí les—
Martín Laboratories 8 A.E.. Madrid, España), sobre las que se
vertieron 10 ml de una solución de agarosa al 1% p/v en tampón
0.05 M Tris—UCí pH 8.2 con 0.1% p/v de azida sódica, y con un 4 %
y/y de suero ant í -o—sarc í na de conejo o un 10% y/y de suero
antí —restr i ctoci na. Los geles obtenidos presentaron un espesor
homogéneo de 0. 1 5 cm,
Una vez




que la agarosa hubo gelificado, se tallaron pocillos
diámetro en los que se aplicaron las distintas
proteína. Como control interno de la inmunidifu—






se dejaron difundir durante 48
e, en atmósfera saturada de vapor
azida sódica. Al cabo de las 48









Cuando la inmunodifusión se dio por finalizada, el gel
se prensó y tb3ó como ha sido descrito en el apar
íor. Se midió el tamaño de los halos y la concentración
ma se calculé por interpolación en la recta patrón.
2.5.4.3. Obtención de una recta patrón por Mancini
Para la obtención de la recta patrón se prepararon
mancíní según ha sido descrito en el apartado anterior
que se aplicó un antísuero de conejo contra la restri
una concentración del 10 % y/y. Cuando las placas
listas, se aplicaron 10 pl de muestras de o—sarcina,
134 pg por pocillo y por duplicado.
Las muestras se dejaron
de este tiempo fueron lavad
sido descrito. Se determiné
la recta correspondiente por






difundir durante 48 horas. A) cabo
as, prensadas y coloreadas según ha
el diámetro de los halos y se obtuvo
regresión lineal. Los resultados se
2.5.5. Técnicas de inmunoelectroforesís
2.5.5.1. Inmunoelectroforesis en geles de agarosa
La técrí í ca
vidrio de O cm s
las que se vert
Sigma, al 1% p/
6.6, 0.1% p/v de
sc real izó uti 1 izando como soporte lámí rías
12 cm colocadas en posición horizontal, so
icron 20 ml de una solución de agarosa tioo V
y en tampón 0.19 Nl glicina, 0.025 Nl i4ís-HCl
aflda sódíca.
Cuando e? gel huyo solidificado, se p
el ni 1 smo con un bisturí de cuch i 1 la doble,
de aproximadamente 0.2 cm de anchura y 10
permitieron delimitar os pocillos en
electroforesis, se aplicó el antisuero. E
del gel de aqar<ísa se tal 1 aron poc í 1 lo de 3





rocedió a recortar en
tiras longuitudínales
cm de longuitud que
donde, finalizada la
n el centro geometríco
mm ce dí¿níetro en los





Recta patrón de Mancíní
y 2.554404 * ln X — 8.072979
r2= 0.984766 para n = 9
x = u9 de proteína/pocillo
y = diámetro del halo en mm
Figura 2.8. Recta patrón de «—sarcina en inmunadifusión radial o Nancini
En la figura aparece reproducida la placa de inhunodifusión radial obtenida cuando se aplicaron
distintas alícuotas de una muestra de o—sarcina de concentraciones comprendidas entre 0.5 mg/ml y
0.001 mg/ml e indicadas como [IIa [9J,sobre un gel de agarosa al ftp/y, que contenia un 101 p/v
de antisuero contra la restrictocina. La preparación de las placas de aguosa y el procedimiento de
desarrollo del •ancini, se recogen en el apartado 2.5.4. A partir de los diámetros de los halos de
difusión, se obtuvo la recta de regresión lineal, cuya fórmula se especifica debajo de la figura y
que permite determinar la concentración de o—sarcina en las distintas muestras ensayadas.
130 —
de antigeno.
La e ectroforesí s se 1 levé a cabo crí una carnara de
rrol lo horizontal, utilizando como tampón de electrotoresís
glicina, 0.034 Nl Tris pH 8.6, a 120 y y 5 mA durante 2
Como control de la misma se aplicaron, a la aUtor
muestras, 10 pl de una mezcla de albúmina de suero boví
Sigma> y azul de bromofenol (Merck) disueltos en agua
de manera que la electroforesis se dio por finalizada
mancha de albúmina coloreada con el azul de bromofenol,









Tras la electroforesis, y ya fuera de la cámara, se
eliminaron los trozos de agarosa que previamente habían sido
cortados, y en los pocillos se aplicaron entre 150 pl y 300 pl
del antisuero de conejo la o—sarcina. Las placas se mantuvieron
en una cámara húmeda con 0.01% p/v de azída sódíca durante 48
horas, tras lo cual se lavaron, secaron y t ini eron con Coornas i e
Bril lant Blue 0 250 (Sigma), tal y como ha sido descrito para las
nmunod i fusiones ( apartado 2. 5. 3. 1
2.5.5.2. Inmunoelectroforesis en geles de agarosa o Rocket
Esta técnica es una variación de la inmunoelectroforesis
descrita anteriormente y también se realizó en láminas de vidrio
de 8 cm x 12 cm en posición horizontal, sobre las que se
vertieron 20 ml de la misma solución de agarosa al 1% p/v en
tampón 0.19 Nl glicina, 0.025 Nl Tris—HOl, pH 8.6, 0.1% p/v de
azida sódica, a la que se añadió una concentración final del 4%
y/y de suero antr-o—sarcina de conejo.
La solución se añadió sobre la placa de vidrio en la que
previamente se había colocado un soporte que permite la formación
de pocillos de 0.2 cm de ancho por 0.5 cm de largo. Cuando la
agarosa hubo gelífícado, se retiró el soporte y en los pocillos
se aplicaron 50 pl de las muestras.
La electroforesis se llevó a cabo en una cámara cíe desarro—
1 lo horizontal, utí lizando como tampón de electroforesís 0.1 Nl
glicocola, 0.034 Nl Tris, pH 8.6, a 120 V y 15 mA durante 2
horas. Como control de desarrollo de la electroforesís, se
aplicaron, a la misma altura de las muestras, 10 pl de una mezcla
de albúmina de suero bovi no y azul de bromofeno 1 en agua
destilada, de manera que la electroforesis se dio por tínalízada





Tras la electroforesís, las placas se mantuvieron en una
ra húmeda con 0.01% p/v de azída sódíca durante 48 horas,
lo cual se lavaron, secaron y tiñieron con Ooomasíe Brí]lant
C250 (Sigma).
2.5.5.3. Inmunoelectroforesis cruzada o Crossed
Esta técnica también se lleva a cato sobre
y consta de dos pasos, llamados dimensiones,






Para la orímera dimensián se prepararon geles con
una solución de agarosa al 1% p/v en tampón 0.125
glicocola OH <6, 1.4% p/v de acrilamida polimerizada,
de az ida séd ira.
La electroforesis se llevó a cabo
rrollo horizontal, utilizando como tampón
glicocola,, 0.034 Nl Tris, pH 8.6, a 1
minutos. Las calles por las que habían
recortaron y se dispusieron sobre los




en una cámara de desa-
de electroforesis 0.1 Nl
20 Vi 15 mA, durante 90
corrido las muestras se
huecos escavados en los
Para la segunda dimensión se hicieron
solución de agarosa 1% p/v en tampón 0.125
0.1 % azida sódica, con 4% y/y de suero ant
Una vez dispuestas las tiras de agarosa—acr
dimensión, se llevé a cabo una segunda e














Transcurrido dicho tiempo, los geles se mantuvieron en
atmósfera saturada de agua durante 48 horas con azida sódica, se
lavaron, se secaron y se tiñeron, según el procedimiento descrito
anteriormente.
2.6. Purificación de las toxinas
2.6.1. Purificación de la a—sarcina
2.6.1.1. Procesamiento del medio de cultivo
La puri4icación de la
cultivo de 4.5 litres de
crecido durante 13 días en
y segun se descr~be en el
a-sarcina se realizó a
Aspergi 7/as giganteas











ltLivo se dió por finalizado, se añad
(Merck), para inactivar el micelio.
medio se fi ltró en un embudo Buchner
avés de papel de filtro Con esta fil





El medio fi Itrado se centrifugó para eliminar, tanto los
restos de micelio que permanecen en suspensión, como los compo-
nentes del med~o de cultivo no solubí lizados durante la prepara-
ción del mismo. Esta centrifugación se llevé a cabo en una
centrífuga refrigerada Dupont Instruments—Sorval 1 modelo RO 5, en
un rotor GSA y en recipientes con una capacidad aproximada de
400 mí, a una velocidad de 16.000 g durante 20 minutos,
obteniendose un sobrenadante transparente de color marrón a




Cromatografía en DE 23 cellulose
rentrifuqado, el medio presentaba un pH de aproxí-













ial (Riser, Barcelona. España), controlando el des--
con un pH metro <modelo PHSI83 autocal, Padiometer,
Islandia). Posteriormente. el medio se ti tré a
columna de DL 23 cel lulose (Whatman) equí librada
03125 SI ácido acético acetato sédico, pH 4.5
Según ha sido comprobado en sucesivas purificaciones, para
que la cromatografía sea efectiva, es necesario utilizar una
relación de 1 mililitro de resma por cada 30 mililitros de medio
de cultivo filtrado.
El material eluido de la columna se recogió directamente en








realizó el análisis del material fijado
columna fue eluida con una solución
agua destilada. El material eluido fue a
radial en dos dimensiones (ver apartado






2.6.1.3. Cromatografía en CM 23 celullose
Tras la cromatografía en DE 23 celullose, el material
eluido, fue cargado en una columna de CM 23 celullose (Whatman),
equilibrada en tampón 0.025 SI AcH/AcNa pH 4.5. En este caso, se
consideró como adecuada para el desarrollo de la cromatografia,
una relacción de 1 ml de resma por cada 10 ml de medio de
cultivo filtrado. Una vez que huyo pasado la muestra, la columna
se lavé con aproximadamente tres volúmenes del tampón de equili-










la columna estuvo lavada, se eluyó con un gradiente
íónica entre O y 0.6 Nl Nací en el tampón de
con un flujo de 40 ml/hora, recogiendose fracciones
elucíón se siguió a través de la medida de densidad
nm y de fuerza iónica de Las fracciones.
del perfil cromatográfico, se recogieron grupos
picos, en los que se determiné la presencia




Las fracciones que contenían la proteína, fueron concentra-
das bajo atmósfera de nitrógeno, a través de una membrana de
ultrafiltración Diaflo YM2 (Amicon), en una célula de Amícon de
450 mí, hasta un volumen de aproximadamente 20 ml. Posterior-
mente, la muestra fue fi Itrada a través de una columna de 4 cm x
35 cm (440 mí) de Sephadex 0-10 (Pharmacia), equl librada en una
solución de 0.005 SI NaO]. El Sephadex 0-10 es una resma de
fi Itración que presenta un rango de filtración entre 10.000 y
2.000 de peso molecular y, en este caso, se utilizo para eliminar
el exceso de sales con oue la proteína eluye de CM 23 celo 1 lose.
Se recogieron tracciones de 5 ml crí as Que SC determiné la
densidad óptica y la fuerza iónira.
tras la filtración, las fracciones que eluyeron de la
columna en volumen excluido y que presentaban absorción a 280
nm fueron recogidas conjuntamente y liofilizadas, tras ajustar el
ph de la solución a un valor de 6.
Las muestras de proteína liofi izada se conservaron a 43) en
recipientes de plástico cerrados y en presencia de silica gel,
que evita que los liofilizados se rehidraten.
2.6.2. Purificación de laricina
2.6.2.1. Obtención del extracto libre de células de semillas de
Ricinus communis L.
Para la purificación de la ricina, se partió de doscientos
cincuenta gramos de semí lías decorticadas de ¡U?. cornrnunhs L., que
fueron triturados en un molinil lo de café, con una pequeña
cantidad de tampón 0.01 Nl Tris-HOl. pH 7.6, 0.15 Nl NaCí, 0.04 Nl
lactosa (Merck) y 0.01 % azida sédica p/v, hasta obtener una
pasta oleosa. Dicha pasta fue transferida a un matraz en el que
previamente se había añadido un litro del mismo tampón.
La suspensión se mantuvo durante toda la noche con agitación
en un agitador magnético, y a la mañana siguiente, se centrifugó
a 270 g, durante 20 minutos a 43) en recipientes de polivinilcio—
ruro de aproximadamente 400 mi de capacidad, en una centrífuga
Dupont Instruments-Sorvall modelo ROS, con un rotor GSA.
El sobrenadante de esta primera centrifugación, fue centri-
fugado nuevamente a 25.500 g, durante 20 minutos a 40. Esta
operación se repitió dos veces eliminando los sedímientos
obtenidos en ambas centrifugaciones. De la última centrifugación,
se obtuvo un sobrenadante transparente de color marrón verdoso,
que fue considerado como el extracto de las semillas de /?.
communis. En esta ocasión se obtuvieron 700 ml de dicho material.
Posteriormente, el extracto se precipité con sulfato amó-
nico al 80%, para lo que fue necesario añadir 410 gramos de
304(HN4)2 (Carlo Erba). Tras la precipitación, el material
resuspend ido en agua fue dial izado, en pr í mer lugar contra 60
volúmenes de aqus destí lada y. despues. contra 60 volúmenes de
tampón 0.01 Nl iris—HOl, pH ¿1.2, 0.15 Nl NaCí.
2.6.2.2, Cromatografia en Sepharose CL-4S activada con HOl
La Sepharose CL-48 activada con 0.2 Nl HCl, según se describe
en el apartado 2.4.2., se montó en una columna de 10 cm x 5 cm
(392 mí), se equilibré en tampón 0.01 Nl Tris—HOl pH 8.5 y en ella
se cargaron 450 mí, con 15.120 unidades ópticas totales, del
material dializado. Tras lavar la columna hasta que la densidad
óptica a 280 nrn presenté un valor inferior a 0.05, se eluyó
con el mismo tampón de equilibrado mas 0.02 Nl lactosa (Merck),
recog endose t rar iones de 10 ml
14
las tracciones eluidas fueron leídas en un espectrofotó—
metro SU 6, de Beckman, a 280 nm de absorbancía, y aquellas que
presentaban densidad Óptica se recogieron y se precipitaron
nuevamente con 80 % de 504 (NH4 >2 . En este caso, fueron necesa-
nos 547 g de sulfato amónico, ya que el volumen total obtenido




precipitado de sulfato amónico fue resuspendido en tampón
Tris—HCl pH 8.2 ,0.02 Nl lactosa y dializado contra 120
del mismo tampón para eliminar el exceso de sales.
2.6.2.3. Cromatografía en Sephadex G—100
El material obtenido tras la diálisis,
cromatografía de filtración en una columna
(427 mi) de Sephadex G—f00 (Pharmacíal, equ
0.01 Nl Tris—HCl pH 8.2, 0.02 Nl lactosa, 0.01
La columna se eluvó a un flujo de 45 ml/h
fracciones de 5 mí, en las que se determiné la
280 nm.
se sometió a una
de de 4 cm x 34 cm
ilibrada en tampón
% azida sódica p/v.
y se recogieron
densidad óptica a
Las fracciones eludias de Sephadex G—100, fueron analizadas
en geles de poliarrilamida en presencia de SDS y en inmunodifu-
sión, utilizando un antisuero de conejo especifico contra la
ricina puri ficada.
2.6.2.4. Reducción de la ricina total
La fracción de nema eluida de Sephadex G—100, fue reducida
por la adición de 2—13—mercaptoetanol , hasta una concentracion





reducción se inició bajo atmósfera de nitrógeno y se
por espacio de 1 hora. Transcurrido dicho tiempo, la
se dializó contra tampón 0.010 mSI Iris-HO] pH 6.58,
Lactosa, 0.002 Nl 2—13—mercaptoetanol
2.6.3. Purificación de la briodina
2.6.3.1. Obtención del extracto de raíces de Bryonia d~oica
Jacq.
Para la obtención del extracto de las raíces
dio lca Jacq. se partió de 289 g de material, aue se
500 ml de tampón 0.005 SI fosfato sádico, pH ¡.4, 0.
fueron sometido a trituración y homogeneización, utí
batidora de cocina marca Osterrizter.
de Bryonia
mojaron en
14 SI NaCí, y
1 í zando una
El homogeneizado se mantuvo en agitación durante 16 horas a
temperatura ambiente, tras lo cual fue sometido a tres centritu—
gaciones sucesivas en centrifuga Sorvalí modelo PC 5: a 2.000 g,
durante 20 minutos a 40; a 25.500 g dutante 30 minutos a 40 y,
por último, nuevamente a 25.500 g durante 60 minutos a igual
temperatura. En los tres casos se ehmínaron los sedimentos
obtenidos, recoqíendose los sobrenadantes.
El sobrenadan te obtenido de la ú 1 ti ma ceo t r f ugar í do
considerado como el extracto de raíces y se utilizó para
pu r i fi cac í én de la br í od i na . La concentración de n rote loa en
extracto fue determí nada por Lowrv (423 1 y el material obten





El sobrenadante de la tercera centr i fugac ion, que repre-
sentó un volumen de 710 ml. se sometió a precipitación con una
concentración final del 80% de sulfato amónico (Carlo Erba), para
lo que fueron añadidos 489 gramos.
El precipitado obtenido fue resuspendido en
fosfato sódico 0.005 Nl, pH 6.6, 0.14 Nl NaCí.
centrifugó a 25,000 g, durante 20 minutos a 25
los agregados, y el sobrenadante se procesó en
descritas a continuación.




2.6.3.2. Cromatografía en CNl-Sepharose Fast Flow
Como siguiente paso de purificación, la muestra fue
sometido a cromatografía de intercambio iénico en una columna
4 cm x 2/.5 cm ~345 mi) de CNl-Sepharose Past Flow (Pharmaci
equilibrada en tampón fosfato sódíco 0.005 Nl pH 6.6.
El material retenido
gradiente de fuerza íonica
tampón de equí librado. Se r
que se determínó la densidad
y el material de las distintas
de poliacrilamida en presencia
en la columna fue eluido con un
entre O y 0.2 Nl NaCí, añadido al
ecogíeron fracciones de 5 ml en las
óptica a 280 nm y la tuerza iónica.
fracciones fue analizado en geles
de SDS y urea 6 Nl.
2.7. Preparación de las inmunotoxinas
2.7.1. Reacción de las aspergilinas con SPDP
Alícuotas de o—sarcina
ción aproximada de 2.5 mg/m
7.4, 0.15 Nl Nací, se h
temperatura ambiente, con u
mil 3—l2—prídil dítio)
([‘ha r man í a 1 1< R 1 npsa la
(Merck), seqún una rnodif
:i26 1
y de restrictocina, a una concentra—
en tampón 0.1 Nl fosfato sédico pH
icieron reaccionar durante 1 hora a
n exceso 3 veces molar de N—succinidi—
propínnato, abreviado como SPDP
Suecia) disuelto en etanol absoluto
icacídn del método de Car lsson y col
Transcurrido e 1 tiempo de reacción,
a través de una columna de Sio-Gel P—600
Richmond, CA, LISA) de 1.5 cm x 30 cm
tampón 0.1 Nl fosfato sódico pH 7.4. 0.15
exceso de SPDP que no ha reaccionado con
la muestra fue filtrada
(Sio-Rad Laborator íes,
53m1L equilibrada en
Nl NaCí, para eliminar el
la proteína.
Estas especies moleculares fueron denominadas como aspergí—
lina—PDP: o—sarnina—PDP y restrictocina—PDP, respectivamente.
2.7.2. Reducción
aspergi 1 i nas





1 asi fracciones eluidas de Bio-Gel P—6DG que contenían la
proteína, se llevaron a pH 5.5 con la adición de tampón 1 Nl ácido
cítrito/nitrato sódico, pH 4.5. Tras ajustar el pH. los grupos 2—
píridíl dita propionato (PDP) incorporados a la molécula de
aspergí lina, fueron reducidos con la adición de ditiotreitol
(PUF) (Bio—Radí a una concentración final de 0.050 Nl, durante 5
minutos y a temperatura ambiente. Los productos de la reacción
se separaron por filtración en la misma columna de Bio-Gel P-606,
segun ha sido descrito anteriormente.
Las fracciones que eluyeron en volumen excluido contenían
las moléculas de ci—sarcina—PDP y restrictocina-PDP, con los
grupos PDP reducidos. Estas especies moleculares fueron denomina-
das genéricamente como aspergilina—SH o activada y, en particu-
lar, ci-sarcina-SH o activada y restrictocina—SH o activada.
Esta última reacción de reducción de los grupos PDP incorpo-
rados a la molécula de proteína, no se llevó a cabo en el
experimento de conjugación de la u—sarcína con el anticuerpo
monoclonal MTNT—5, en el que fueron los grupos MPT unidos al AcNlo
los que se sometieron a reducción.
2.7.3. Reacción de los anticuerpos monoclonales con agentes
bi funcionales
2.7.3.1. Reacción de los anticuerpos rnonoclonales con SPDP
Alícuotas de los anticuerpos monoclonales purificados, a una
concentración aproximada de 5 mg/mí, fueron dializadas contra
tampón 0.05 Nl ácido bórico/borato sódico pH 8, 0.15 M NaCí.
Tras la diálisis, el anticuerpo se hizo reaccionar durante 1
hora con un exceso 30 veces molar de SPDP, cuando se trataba de
tiria inmunoglobulina de clase IgM, o con un exceso entre 30 y 10
veces molar de SPDP, en el caso de los anticuerpos IgG,
disueltos, en ambos casos, en etanol absoluto. Transcurrido este
tiempo, los productos de reacción se separaron en una columna de
Bio—Gel P—6DG. de dimensiones 1.5 cm x 30 cm (53 mí), equilibrada
en tampón 0.05 Nl ácido bórico/borato sédico pH 8, 0.15 Nl NaCí.
las fracciones que conten lan el Achlo se recogí eron a parte,
y en ollao se determiné la cantidad de grupos 2-pirídíl dítio
pronionato <PDP) ~ncorporados. A esta especie molecular se le
dÉ? O O~ í no Ac Mo k’ Li Y
2.7.3.2. Reacción del anticuerpo monoclonal MINT-5 con SMPT
Al igual que ha sido descrito para la reacción de los demás
anticuerpos monoclonales con SPDP, se partió de una alícuota de
NINT-5 purificado, a una concentración de 5 mg/ml que fue
dializada contra tampón 0.05 Nl ácido bórico/borato sódico pl-] 8,
0.15 Nl NaCí. Tras la diálisis, el AcMo se hizo reaccionar con un
exceso , veces molar de 4—succínímídíl oxicarbonil—a—metil-o (2-
piridil c1it~o) butirato, abreviado como SHPT Pierce, Rocktord,
IL, USA) en presencia de una concentración de 30% y/y de
dímeti iformamída (DMF) (Sigma), sequn describen Thorpe y col
336)
La solución se mantuvo en agitación durante 1 hora a
temperatura ambiente y los productos de reacción se separaron por
diálisis contra tampón 0.1 $1 fosfato sódico, pH 7.4, 0.15 Nl NaCí,
0.001 Nl EDTA. A la especie molecular resultante de la reacción se
le denomínó NINT-5-SIPT.
2.7.3.3. Reducción de los grupos MPT incorporados a MINT—5
Tras ajustar el pH de la solución a un valor de 5.5, con la
adición de tampón 1 SI AcH/AcNa, pH 4.5, el anticuerpo monoclonal
unido a los grupos metil—a—(2—piridilditio)—tolueno (MPT), fue
tratado con 0.050 SI Ditiotreitol (DTT), durante 30 minutos, a
temperatura ambiente y aplicado en una columna de Bio—Gel P-6D0,
equilibrada en tampón 0.1 SI fosfato sódico, pH 7.4, 0.15 Nl NaOi.
2.7.4. Evaluación del número de grupos PDP y MPT incorporados a
los anticuerpos monoclonales
[.aevaluación aproximada del número de grupos PDP incorpora-
dos nor molécula de toxina y de anticuerpo monoclonal, se realizó
por análisis espectrofotométrico a 343 nm de los grupos piridina
2—tionato que se liberan tras la reducción de la molécula
derivada con [ITT, a una concentración final de 25 mM según
describen Carlsson y col (442), considerando que los grupos
piridina 2-tionato presentan un coeficiente de extinción molar Cx
8.08 x io~ Nl1 cm ~.
El número de grupos a--metil-a--(2—piridilditio)toluil (MPT>
activos introducidos en cada anticuerpo monoclonal se deterníinó
de igual forma, por reducción de la muestra de MINT-5—MPT con
0.025 Nl DTT, que produce la liberación de grupos piridina-2--
tionato al medio (336).
2.7.5. Reacciones de conjugación
2.7.5.1. Reacción de conjugación entre AcMo—PDP y aspergilina—
SH. Purificación de las inmunotoxinas
El material resultante de la reacción del anticuerpo mono--
clonal con el agente de unión SPDP, AcMo-PDP, se níezcló con un
exceso 5 veces molar de las fracciones de aspergí 1 ína-SH o
activada.
La mezcla de reacción se agitó durante 1 hora a temperatura
ambiente, tras lo cual el material de reacción fue cargado en una
columna de filtración de 1.5 cm x 100 cm (176 mí) de Ultragel AcA
44 ((KB, Produkter AS Bromma, Suecia) equi librada en tampón 0.05
Nl ácido bórico/borato sódíco. pH 8, 0.15 Nl NaCí. La reacción de











filtrac¡ón en Icé 44
Imunocanjugado
1 ~ 5
Fig. 2.9. Método de conjugación de las aspergilinas con anticuerpos monoclonales
En la figura se esQuematiza el proceso de conjugación de las aspergilinas a—sarcina y restrictocina
con los distintos anticuerpos monoclonales a través de SPDF. Como puede observarse, tanto los
anticuerpos moooclonales IMAh) como las toxinas, se hacen reaccionar previaaente con $PDP, según se
describe en el apartado 2.7., posteriormente, la molécula de aspergilina—PDP, es reducida con
ditiotreitol y conjugada con la fracción AcMo—PDP. Tras la reacción de conjugación, a inmunotoxina se










2.7.5.2. Reacción de conjugación entre MINT—5-MPT con a-sarcina—
PDP. Purificación de las inmunotoxinas
El anticuerpo monoclonal Ñ1INT—5, unido a grupos MPT y
reducido con OIT, se hizo reaccionar con un exceso 2 veces molar
de u—sarcina—PLIP, durante 80 minutos a temperatura ambiente.
Transcurrido dicho tiempo, se añadió iodoacetamida en exceso para
parar la reaccidn.
La mezcla de reacción fue sometida a filtración
columna de Ultragel AcA 44 de dimensiones 1.5 cm x 47 cm
equilibrada en tampón 0.010 SI fosfato potásico, pH
fracciones eluidas de AcA 44 fueron analizadas en





Las fracciones que contenían el material de peso molecular
comprendido entre 150.000 y 340.000 fueron recogidas independien-
temente y aplicadas en una columna de Ludroxílapatita Bio-Gel
HPHT de 0./8 cm x 10 cm (4.8 mí) (Bio-Pad), equilíbraca en tampón
0.01 Nl fosfato sódico, pH 6.8 en un sistema de cromatografía
líquida de alta resolución (HPLC) HRLC Systems, serie 500 de Sio—
Rad Laboratoríes.
El









unido a la columna
diente de fuerza ióni








01 Nl y 0.35
fracciones d
c—sarc i na,
2.7.5.3. Reacción de conjugación
rícína. Purificación de
de MBr 1 con la
las inmunotoxinas
cadena A
La reacción de conjugación entre el anticuerpo MBr
cadena A de la ricína, se llevó a cabo según el proc
descrito por Canevarí y col (332). Para ello el NlBr 1
grupos POR se mezcló con un exceso 5 veces molar de a
de la rícína (Calbiochem), que previamente había sí
reducción con una concentración final de 0.1 Nl de 2
tanol y dializada exhaustivamente contra tampón 0.05
rico/borato sóW ¿o, ph 8, 0.5 Nl NaCí
1 y













La mezcla de reacción fue sometida a agitación durante
horas a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo,
producto de reanción se aplicó en una columna de fi itración
Ultroge? AcA 44 de dimensiones 1.5 cm x 100 cm (176 ml
eouí librada en tampón 0.05 Nl ácido bórico/borato sódíco, pH
0.5 Nl NaCí.
2.7.6. Determinación del número de moléculas de tocina






En todos los casos, el número de moléculas de toxina
incorporado por molécula de AcMo fue determinado por análisis
densitométnico de los geles de poliacrilamida en presencia de SOS
y de 2--113—mercaptoetanol, en los que se habían aplicado las
muestras de las inmunotoxínas. Para el lo se utilizó un
densítómetro de E.C. Apparatus Corporation (St. Petesnurgo,
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Filtración en AcA 44






Fig.2.lO. Método de conjugación de la o—sarcina con MINT—5
En la figura se espuematiza el proceso de conjugación de la osarcina con el anticuerpo monoclonal
NINI—5. En este caso, el Att, se hizo reaccionar previamente con SMPI según se describe en el
apartado 2.7.3.2., y fue reducido con ditiotreitol, tras lo cual se conjugadó con la fracción o—


















Este cálculo se realiza en función de los porcentajes de
densidad que representa cada una de las bandas que aparecen en el
gel, para el lo fueron considerados los pesos moleculares de cada
componente (aproximadamente 150.000 para la IgG y aproximadamente
17.000 para las aspergillinas), según a fórmula siguiente
% de densidad de la banda de aspergilina x 150.000
% de densidad de la IgG x 17.000
2.8. Técnicas de radiactividad
2.8.1. Marcaje radiactivo de proteinas






marcaje de ias aspergilinas y
con yodo molecular generado
fenilglicoluril (lodogen) (443).
de la ricina con 125J se
por 1,3,4,6—tetracloruro--
Antes de proceder al marcaje de las proteínas, 25 pl de una
solución de lodogen (Pierce, Rockford, USA) a una concentración
de 5 pg/pl en cloroformo (Merck>, se secaron con nitrógeno en
tubos de vidrio de 3 ml. Por tanto, cada tubo contenía 250 pg de
lodogen.
En el mismo tubo se añadieron 16 pl de una soluci
mg/ml de toxina y 50 pl de tampón 0.4 Nl fosfato sódico,
esta solución se le añadieron 13 pl de una solución
mg/ml de ioduro potásico (Sigma) en el mismo tampón y
‘25INa 0.36 mCi/pl, (Amersham International plc.,
shire, Inglaterra) incubandose la mezcla durante 5







Transcurrido dicho tiempo, la reacción se detuvo transfi--
riendo la muestra desde el tubo de reacción a un tubo que
contenía 50 vii de una solución de 1 mg/ml de L--tirosina (Merck)
y 50 pl de ioduro potásico (Merck) 10 mg/ml en tampón PBS—az, ph
7.4. De esta forma, la tirosina consumió el yodo residual que no
se ha fijado a la proteína.
La purificación de la proteína marcada
filtración en una columna de Rio—Gel P—600
22 cm (6 mí), equilibrada en tampón PES con
recogieron fracciones de 1 mí, de las que se
de 5 pl que fueron contadas en un contador de











El perfil de elucción de Rio—Gel P--6DG, se recoge en
figura 2.11. Las fracciones oue eluyeron en volumen excluido
presentaron radiactividad (de 3 a 6 ml del volumen de eluccí












fig.2.ll. Purificación de ‘“l—o—sarcina
Iras el marcaje de la o—sarcina con 1251, por el rétodo de? Lodogen (443), la
cargó en una columna de Rio—Gel P—6OG de 0.5 cm 22 cm (6 ‘II, equilibrada en
Oit p/v, según se describe en el aparado 2.8.1,1.. Ll nico que eluyo de la
excluido contenia la proteina marcada III.
mezcla de reacción se









distribuyeron en alicuotas de 150
das a -20 0. La proteina marcada
f ca de 4.14 pCi/ng.
Dependiendo de
marcada fueron di lu












las muestras de toxina
o con una solución de
la actividad especifica
2.8.1.2. Marcaje de los anticuerpos monoclonales y policlonales
con 1251
2.8.1.2.1. Marcaje por el método de la cloramina T
El anticuerpo de cabra contra el Fc de las inmunoglobulinas
IgO de ratón, denominado o--VS (Cappel Laboratories, Inc., Dow-
ningtowm, PA, USA) y los anticuerpos de conejo contra la
mitogillina y contra la o—sarcina, purificados por proteína A—
Sepharosa, fueron marcados con 125INa (Amersahm, International
Ltd., Amersham, Bucks, Inglaterra, ) por el método de la
cloramina T, descrito por Greenwood y col (444).
En este método, las muestras fueron
tampón 0.1 Nl fosfato sódico, pH 7.4, a los
de 1251Na. El marcaje comenzó cuando se a
solución de cloramina T a 1 mg/mí, en agua
30 minutos después con la adición de 100
metabisulfito sódico a una concentración
fosfato, que detiene la reacción.
disueltas en 60 pl de
que se añadió 0.3 mCi
ñadieron 10 pl de una
destilada y finalizó
pl de una solución de
de 3 mg/ml en tampón
La proteína marcada fue purificada a
reacción con una columna de Bio-Gel P--60G






2.8.1.2.2. Marcaje por el método de la lactoperoxidasa
Los demás anticuerpos monoclonales fueron marcados por el
método del Jodogen, tal como ha sido descrito para las toxinas en
el apartado anterior. o por el método de la lactoperoxidasa.
según el método de Hubbard y Cohn (445), que se describe a
cont ríuac í ón.
Para llevar a
solución de 50 ng
(Amersham Internat
Boehring, La Jolla
<H2O? ) y/y (Merck 1.
reacción se terminó
de Bio-Gel P—6DG de
















de marcaje, se partió de una
e se añadió 1 mCi de i2SINa
lactoperoxidasa (Calbiochem—
1 de 0.003% de agua oxigenada
cubó durante 10 minutos y la
ón de la misma en una columna
(6 mí) equilibrada en tampón
144
2.8.2. Técnicas de RadioinmunoensayO
2.8.2.1. Determinación de la concentración de a--sarcina
2.8.2.1.1. Obtención de la recta patrón de inhibición
ción de 1251—a—sarcina con a—sarcina fría
de fija—
Esta técnica de radioinmunoensayo fue utí lizada
minar la concentración de a—sarcina en los medios de
Aspergillus gígariteus MDH 18894. Para la puesta a
método, se realizó la curva de inhibición de la fijac
o—sarcína con distintas cantidades de o--sarcinafría.
En primer lugar,






la a--sarcina se marcó con 1251 uti
descrito por Fraker y Speck (443),











fin de aumentar la fijación de
placas de polivinilcioruro
Badhoevedorp, Holanda>, lo
e una solución de glutaraldehi
Nl fosfato sódico, pH 8.25,
ambiente. Transcurrido dicho
200 pI del mismo tampón.
IgG específica antí
(96 pocillos, Costar
s poci líos se incubaron
do (Sigma) al 5% y/y en
durante 5 minutos y a
tiempo, los rocí líos se
Posteriormente, en cada pocillo se añadieron
solución de 10 pg/ml de lgG específica contra
apartado 2,5.2.2.) en tampón 0.2 Nl fosfato sódico
incubó durante 15 minutos a temperatura ambiente.
Tras retí
con 200 pl de
mismo tampón, que
cuales, los pocil
de tampón [‘PS pH 7
125 pl de una
a—sarcína (ver
pH 8.25, que se
rar la solución de IgO, los pocillos se cubrieron
una solución 5 mg/ml de ESA (Sigma) disuelta en ei
se mantuvo durante 5 minutos, al cabo de los
os se lavaron 3 veces consecutivas con 200 pl
.4, con 0.1 mg/ml de BSA.
En los poc~í los se añadieron 100 pl de una solución de a—
sarcina a distintas concentraciones, comprendidas entre 0.5 ng y
34 pq, que contenían una alícuota de ‘251--o—sarcina a razón de100.000 cpm por pocillo. Las muestras se incubaron durante 1 hora
a temperatura ambiente, tras lo cual se lavaron 3 veces con 200
pl de RES píA 7.4, 0.1 mg/mí ESA. Posteriormente. se añadieron en
cada ¡iccí lío 225 pl de una solución 2 Nl NaOH que se mantuvo
duraote 10 minutos y se contaron 200 n de <ji cha solución durante












determinar la fijación inespecífíca
as, tres pocillos de cada placa en
específica se procesaron de igual
eterminar la fijación inespecifica
a otras inmunoglobulinas, se utilizó
ica contra la rícína que se procesó
la figura 2.12. aparece
de o--sarcina marcada por
se calculó por regresión
de la radiactividad
los que no se había
forma a la descrita,
de los medios de
una muestra de IgO
tambíen de igual
la curva de la inhibición de la
o--sarcina fria. La ecuación de
lineal de los datos experímen-
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y = — 0.0595 Lnx + 0.604
r
2= 0.9694
para n = 19
x = pg de proteina/pocillo
y cuentas por minuto (cpm)
~QG
6 9
Figura 2.12. Curva de inhibición de la fijación de ‘“1—a—sarcia por a—sarcia fría.
En la gráfica se recoge la curva de inhibición de la fijación de a—sarcina ¡arcada con yodo a
pocillos incubados con [qQespecffica contra la protefna, con distintas cantidades de o—sarcinh
fría. La fórmula de la curva se incluye así mismo en la figura. Esta curva patrón fue utilizada en
la valoración de las concentraciones de proteína en los distintos medios de cultivo (apartado
2.8.2.1.2). El procedimiento de obtención de los valores representados se describe en el apartado
2.8.2.1.1.
En el eje X se representa el logaritmo neperiano de la concentración de 0-sarcína fría por pocillo















2.8.2.1.2. Determinación de la concentración de a--sarcína
medios de cultivo de A. giganteus MDH 18894
Para
de cultivo






la detección de la cantidad de a—sarcina en los medios
en los pocillos, incubados previamente con IgG antí
se añadieron 150 pl de una mezcla de las muestras de
de cultivo y de i2SWa~sarcina, a razón de 100.000illo. La mezcla se incubó durante 1 hora a temperatura
se lavó con tampón [‘SS con BSA a una concentración de
y, tras tratar los pocillos con una solución 2 M NaOH,
en un contador gamma.
Los valores de concentración de a—sarcina en
obtuvieron por interpolación en la recta obtenida
experimento de inhibición de fijación de o--sarcina





Técnicas de radioinmunoensayo en tase sólida
Esta técnica se realizó en placas
según describen Nlénard y col (12)
experimentos de fijación de las dist
inmunotoxinas a las lineas celulares,
competición y en los experimentos realí
proteínas purificadas.
de 96 pocillos de Costar,
y fue utilizada en los
intas fracciones de las
en los experimentos de
zados con soluciones de
2.8.2.2.1. Radioinmunoensayo sobre células
Cuando el experimento se llevó a cabo sobre
se sembraron en las placas y se dejaron crecer
los pocillos alcanzaron un crecimiento en monocapa.
c é 1 u 1 a s,
hasta que
Después, las células fueron fijadas
y/y de glutaraldehido (Sigma), según se
2.9.4 y lavadas con solución salina
(Sigma), o se conservaron a 43) en PBS
(0.136 Nl NaCí, 0.0027 Nl KCl, 0.008 SI Maz
0.0009 Nl CaCiz, 0.0005Nl NlgClz pH 7.4) con














A cada pocillo, se le añadieron 50 pl
diluciones de la solución de proteínas, realí
para cada una de las muestras y las placas se




Transcurrido dicho tiempo, los pocillos fueron lavados dos
veces consecutivas con 200 pl de [‘RS, tras lo cual se añadieron
en cada pocillo 50 pl de medio de cultivo RPNI 1460 que contenía
entre 50.000 cpm y 100.000 cpm de 1251-IgG-anti-7S (Cappel
Laboratories, Downingtown, PA., USA.) que reconoce específica-
mente a las inmunoglobulinas de ratón, o de 1251-fgG--anti--a—
sarcina o antí—mitoqillina. obtenidos en el labotario segun se
describe en el apartado 2.5.1.1. y 2.5.1.2.. respectivamente. Las






Después de la incubación con e 1 ant i suero marcado,
pocillos se lavaron 5 veces consecutivas con [‘SS, tras lo
en cada uno de el los, se añadieron 100 pl de una solución de
2 Nl que se mantuvo durante 5 minutos a temperatura ambiente
contenido de cada pocí 1 lo se conté en un contador gamma.
resultados obten idos se representaron como número de cuentas
minuto fijadas a los pocillos frente a ~Jg de proteina.





técnica de radioinmunoensayo se utilizó en
valoración de la inrríunogenicidad de













experimento se llevó a cabo, asi mismo, en placas de 96
en las que se añadieron entre 1 y 5 pg de proteína en
de [‘SS por pocillo. Las muestras de proteína fueron
a los pocillos con una solución de glutaraidetíido al
(ver apartado 2.9.4.). Finalizado el proceso de fija—
~OOí 1 los se lavaron con [‘SS.
En cada pocí lío se
de los antísueros de los
1:25 y 1:625, que se inc
ambiente. Como controles
respectivamente, el suero
no relaccionado o el suero
diluidos y procesados de
aplicaron por triplicado.
añadieron 50 pl de dii
ratones i nmun i zados.
ubaron durante 45 minu
negativos de ínmuríízac
de ratones inoculados































Los resultados obtenidos se expresaron como Indices
Unión de las diluciones de suero 1:100, para los anima
inmunizados segun el método 1 y 1:125, para los que lo fue
según el método 2 (ver apartado 2.5.3.1.). El Indice de Unión
definido como la media del número de cuentas por minuto obten
de los 3 replicados, dividida por la media del numero de cuco






que cuando se utilizaron sueros
o no relaccionados con el antigeno,
de Unión superiores a 3. los valor


















2.9. técnicas de cultivos celulares






Condiciones y medio de cultivo
Las líneas fueron crecidas en frascos de cultivo
lástico INunc. Rosfrilde. Dinamarca) de 25 cm2 75
de superficie o en placas de 96 pocillos, 36 poci















El cultivo de las células se realizó en medio de cultivo del
[‘arR Memorial mnstitute’ RPMI 1460 (Elow, Virginia
ologies Associates waikersville, MO, USA) con un
eta] de ternera (STE) (Elow) descomplementado por
a 563) durante 30 mm. Los medios se completaron c
ma (Sigma), y los antibióticos penicilina a razón
y estreptomicina, a razón de 100 pg/ml, a partir
lón única de Eiow; ocasionalmente, se utilizó anfo
una concentración de 2.5 uy/mi, para evitar contami
ongos y levaduras. Las células fueron controladas,
camente, por microscopia electrónica para comprobar la
























manipulación de las 11
fluio laminar vertical
r de CO? de Elow,
1 5% y/y de CO? y una
neas celulares se













Pego y Cia .8.8.
de cultivo se renovaba regularmente
diariamente el crecimiento de las
amínaciones de origen microbiano.
de contraste de fases modelo Diap












Los subcultivos de las líneas celulares se realizaron a
partir de cultivos realizados en frascos estériles, por tripsíni--
zación de las células, según se describe a continuación, antes de
que las monocapas alcanzaran la confluencia. Las células tratadas
con tr~psina eran contadas y divididas en alicuotas que erao
traspasadas a nuevos frascos de cultivo con medio de cultivo
comp] etc.
A las 24 horas de transferir las
tes, se cambió el medio de cultivo Pa
se hablan adherido a la superficie del
contínuó el cultivo en las condiciones
células a nuevos recípíen-





































ípsínízacíón de los cultivos celulares crecidos en
25 cm de superficie (Costar) se llevó a cabo tras
medio de cultivo, añadiendo 2 ml de una solución de
.05% 0/0 en tampón [‘135con un 0.02% LOTA o/y (Elow)
las células: esta operación se repitió dos veces,
cada vez la solución de tripsina. Posteriormente, se
ml de a solución de tripsina/EDTA y las células se
el incubador de CO? a 373), durante 3 ó 4 minutos.
Transcurrido dicho tiempo, se aseguró el completo desprendi-
miento de la monocapa de células al microscopio de fase
invertida y se añadió 1 ml de RPMI 1640, 10% STF para
neutralizar la actividad de la tripsina. Inmediatamente, las
células fueron transferidas a un tubo estéril de 10 ml y
centrifugadas durante 5 minutos a 200 9 a 53) en una centrífuga
de mesa Vismara modelo 438 (Milán, Italia> o en una centrífuga
DAMON DPR-5000 (Massachusetts, USA). El sedimento de la centrifu-




tras la adición de
de las células resuspendidas en dicho
contadas en una cámara para contar
0.5 % y/y de colorante Tripan Blue.
volumen
células,
Este método de tripsinización permitió disponer de células
en suspensión con las que se realizaron los experimentos de
internalización de anticuerpos monoclonales en las células diana,
para la incubacídn con la toxina o con las inmunotoxinas en los
experimentos de inhibición del desarrollo de tumores en animales,
etc. También fue siempre un paso previo a la siembra de células
en placas de cultivo.
2.9.3. Siembra de células en placas
Finalizada la tripsínización, las células se diluyeron con
medio completo en relacción 1:20. En cada pocillo de una placa de
96 pocillos (Costar) se deposító con ayuda de una pipeta
multidispensadora Eppendorf multipette 4780 (Eppendorf Geratebau
Netheler-Hinz GmbH, Hamburgo, Alemania), una alícuota de 200 pl
que contenía el número de células apropiado según la lmnea
celular y e: exoerímento que se desea realizar. En las placas de
6 pocillos (Costar) con 35 mm de diámetro, se sembraron las
células en 2 ml de medie de cult¡vo.
El número de
de 96 pocillos, osc




ce 1 u lares.
celulas sembradas por pocí lío para las
iló entre 20.000 y 40.000, en los expe
ntesís de proteínas llevados a cabo,
para los experimentos de inhibición
lar. Estos valores, considerados como







2.9.4. Fijación de las células a placas con glutaraldehido
La Ñuíaci~n de células a placas con glutaraloehído se llevó
- 150 -
a cabo en células crecidas en placas de 96 pocil los.
Antes de proceder a la fijación,
rarse de que la monocapa de células
superficie total del pocillo, por





inua y ocupaba la
las células eran
En primer lugar, se procedió a eliminar el medio de cultivo
con ayuda de una pipeta multicanal. En cada pocillo se añadieron
100 pl de una solución de giutaraldehido 0.2% y/y en tampón 0.02
M fostato sódico, pH 7.4, 0.14 M Nací y se dejó reaccionar
durante 5 minutos.
Transcurrido dicho tiempo, la solución de glutaraldehido se
retíró de los pocillos con ayuda de un aspirador conectado a una
bomba de vacío, intentando no dañar la monocapa de células
fijada. Los pocillos se lavaron con 200 pl de tampón PBS. Esta
operación se repitió 5 veces, para asegurarse de que no quedaban
restos de glutaraldehido.
Seguidamente, se añadieron 200 pl de una solución de
glicocola al 0.75% p/v (Carlo Erba) en tampón PBS, para bloquear
los posibles sitios reactivos del plástico de la placa. Esta
solución de glicina se mantuvo durante 5 minutos, transcurridos
los cuales se eliminó con ayuda de un aspirador y se procedió a
lavar repetidamente las células con [‘RS.
Finalizado el proceso, las células fijadas con glutaralde--
Wide se conservaron en tampón [‘SScon SSA al 0.1% y/y.
2.9.5. Técnica de recuento del número de células
El recuento de
de una alícuota de
el medio de cultivo.
las líneas celulares se llevó a cabo a partir




lo, a la alícuota de células se le añadió
(Sigma) a una concentración final de 0.5 %





las que esta se
total de células
en cuenta Que el
fue llevada al microscópio
as presente en al menos 4 d
divide, a partir de la cua
presentes en la suspensión















celulares se conservaron congeladas en n
riodos de tiempo largos, o bien a —803)




Después de tratar las monocapas con trips
número de células siguiendo el procedimiento
apartado anterior, se ajustó su concentración a
por mí, utilizando el medio de cultivo habitual
ma y contar
descrito en
2 x i0~ célu






Sigma) como agente crioprotector (446). La suspensí
en al í cuotas de 1 ml que fueron distribuidas en
plástico estériles (Flow) y colocadas en cajas de
expandido de aproximadamente 5 cm de espesor
introdujeron a su vez en un congelador a --803).
consigue un descenso gradual de la temperatura,
grado por minuto.
Transcurridas 18 horas,
dujeron en contenedores de ni





De esta forma, se
aproximadamente 1
los viales de congelación se intro-
trógeno líquido. Estas células ha de
al menos una vez al ano.
Al descongelar las células es muy importante, para conseguir
una buena viabilidad de las mismas, que el proceso sea los más
rápido posible. Por ello, las ampollas sacadas del nitrógeno
líquido o del congelador de —803), se sumergieron inmediatamente
en un baño de agua a 37C durante aproximadamente 2 minutos. Al
cabo de este tiempo el contenido de las ampollas se diluyó al
menos 10 veces con medio fresco, para disminuir la concentración
de DM50, y las células se cultivaron durante 24 horas de la
manera habitual. Finalmente, se cambió el medio de cultivo para
eliminar por completo el DM50 y las células no viables.
2.10. Estudios de actividad in vztro
2.10.1. Actividad en sistemas acelulares
2.10.1.1. Inhibición de la síntesis de proteínas en
libres de células
sistemas
Los experimentos de determinación de la actividad de inhibi-
ción de la síntesis de proteínas en un sistema libre de células
de las toxinas y otras fracciones estudiadas, fueron llevados a
cabo en usado de reticulocitos de conejo obtenido a partir de la
casa comercial E3oehringer SIannheim GmbH (Alemania), en el que se
determina la capacidad del sistema para llevar a cabo la
traducción de un ARNm en presencia o ausencia de las muestras.
Como AHN mensajero patrón, se utilizó el ARNm del virus del




slstema está basado en la técnica de K
éi se reproducen los distintos pasos de
ini cíac i ón , e 1 ongac í on y terminación.
rawetz y col
la síntesis de
Básicamente, la reacción necesita de los siguientes
vos: todos los aminoácidos, excepto la leucina, a una co
ción dc 312.5 pNl por aminoácido en tampón 0.25 M Hepes,
2.5 Nl acetato potásico, 0.025 SI acetato magnésico, O
fructosa--1,6 difosfato, 0.030 SI AMPc, 0.0125 Nl ATP; 0.02
0.1 Nl fosfato de creatina, 0.00625 SI espermídina y
ditiotreitol. De esta solución se tomaron 48 pl, a 1
añadió una solución de inhibidor de la actividad ARNasa
de una solución de L--(5—-3H)--Leucina con 5 mCi/ml
International Ltd.).
react i —








A la mezcla se le añadieron 240 pl de la solución de lísado
40 pg/ml de hemina, 0.002 SI EGTA y 50 U/mlde higado de ternera,
de creatina kinasa.
De esta forma,el volumen total de la reacción fue de 400 pl,
de los cuales se pusieron, en tubos de Eppendorf de 2 mí, 40 pl
por tubos y 5 pl de cada una de las concentraciones de proteína
en las que se deseaba comprobar la capacidad de inhibición de la
síntesis protéica. Cuando el experimento se llevó a cabo en






los tubos se añadieron 5 pl de ARNm del
tabaco, excepto en los controles de fijaci
adiactividad, a partir de una muestra de con
en tampón 0.01 Nl Tris—HCl, pH 7.6, 0.001





Las muestras se incubaron a temperatura ambiente durante 0,
60 y 90 minutos, para cada una de las concentraciones. Al
de cada tiempo, se tomaron muestras de 3 pl por duplicado,
fueron depositadas sobre tiras de 0apel de 1 cm x 5 cm de
Whatman 3SINl.
Las tiras de papel fueron lavadas con una solución
tricloroacético (TCA) (Sigma) al 10% p/v en agua d
durante 10 minutos, y hervidas durante 15 minutos en
solución de TCA. Transcurrido dicho tiempo, se mantuv
hielo y se lavaron, en primer lugar con etanol conce
después con acetona, ambos productos obtenidos de Merck.
dos lavados, las tiras se dejaron secar a
un contador de centelleo, tras añadir







1 aire y se contaron en
3 ml de líquido de
El número de cuentas por minuto incorporadas por
cuando la síntesis de proteínas se llevó a cabo s
inhibidor, osciló entre 20.000 cpm y 40.000 cpm.
pocillo,
ir ningún
2.10.1.2. Determinación de la actividad ribonucleasa





determinación está basada en la técnica descri
col (448) y utilizado por Endo y col (205),
que la o--sarcina es capaz de hidrolizar




En este caso se utilizaron distintos homopolímeros
polímeros de bases nitrogenadas obtenidos de la casa
Sigma, que fueron resuspendidos a razón de 50 pg por 1




En cada tubo se añadieron cantidades decrecientes de o-
sarcina o de ESA como control negativo de digestión, entre 50 y
0.78 pg de proteína en un volumen de 25 pl. La mezcla de reacción
se incubó durante 2 horas a 37t, en un baño termostatizado.
Para parar la reacción, se añadieron
una solución de ácido perclórico al 5%

















tubos se mantuvieron el hielo durante 30 minutos.
Tanscurrído este tiempo, las muestras se centrifugaron en
una centrífuga de mesa marca Beckman, modelo 152 microfuga,
durante 3 minutos, tras lo cual, los sobrenadantes se diluyeron
en proporción 1:5 y/y con agua destí lada y en las diluciones se
determínó la absorción a 260 nm. En cada caso, a los valores
obtenidos, se íes restó el valor de densidad óptica del control
en el que no habia sido añadida ninguna muestra de proteína y los
resultados finales se expresaron como incremento de la densidad
óptica a 260 nm.
2.10.2. Actividad en lineas celulares en cultivo
2.10.2.1. Cuantificación de la internalización de






y sobre células fij
glutaraldehido, de la
partió de dos aliruota
con aproximadamente 1
mantenidas a OC y a 37
internalízación de los AcNlos en las
lares, fue determinado a través de una
descrito por Nlatzku y col (294).
realizó paralelamente sobre células vivas
adas con una solución al 0.5 % y/y de
misma línea celular. En ambos casos, se
s de 1.5 ml de medio de cultivo completo









ivas a 03), células
fijadas a 37’C.
en los experimentos
vivas a 373), células
En todos los casos se añadieron
monocional en medio de cultivo RPSII 1
marcado con el método de la lactoperox






10% y/y de SET,
a razón de 25.000
A los tiempos 0. 30, 60, 90, 120, 150 y 180 minutos después
de iniciada la incubación con el AcSIo marcado con 1251, se
extrajeron muestras de 200 pl por duplicado de cada una de las
alícuotas, que fueron diluidas con medio de cultivo y lavadas dos
veces por centr i fugac i ón
El sedimento obtenido en la segunda
contenia las células, fue resuspendido y
gamma (marca Packard, modelo Cristal II).
por minuto obtenido se consideró como a porción de
la célula. El porcentaje de unión se calculó con
total de la radiactividad puesta en el pocillo,
500.000 cpm originales como el valor 100%. Este
como el porcentaje de radiactividad total [1]:














cpm unidas a células
cpm totales
15’4
Este cálculo fue realizado para las cuatro alícuotas indica-
das anteriormente.
Tras el contaje, las células fueron incubadas en tampón
0.05 Nl glicocola—HCI, pH 2.8, 0.1 Nl NaCí, durante 20 minutos a
temperatura ambiente. Transcurrido dicho tiempo, se lavaron con
medio completo por centrifugación y el sedimento obtenido, que
contenía las células, se contó nuevamente en un contador gamma.
El número de cuentas obtenido se consideró como el porcentaje de
AcMo que se mantiene unido a las células tras el tratamiento a PH
2.8. El porcentaje de radiactividad residual se calculé de la
siguiente forma 12]:
cpm unidas a células
tras el tratamiento con pH 2.8














para todas las alícuotas:
a 37’C, células fijadas a
El porcentaje de internalización se determinó
comparativamente los porcentajes de fijación obtenidos en
uno de los tratamientos considerando, en cada caso, los val
residuales observados. Los cálculos fueron realizados según

















a 37’C, células fijadas a OC
[41 % de fijación = % de
a células vivas






- % de fijación a OC
% de fijación a OC
y, por último:
[6] % de internalízación [4] - -[51





restr í ctoci na con la 1




MOv 2 y NlOv
10~ Nl. en p
marcado con
horas, a 373).
la interacción del AcMo NlBr 1 y de NlBrl-
inea celular MCE 1 fue determinada por
de radíoinmunoensayo:
de competición de unión directa: en este
las células de la línea MCE-? se incubaron con
luciones de las fracciones NlBr 1—PDP, MBr 1-Res,
2—PDP, comprendidas entre 0.5 x 10~ Nl y 1 x
resencía de una concentración de 0.1 nM de MBr 1
1251 La incubación se llevó a cabo durante 3
8) Estudios_de competición de
se incubaron células de la lí
similares a las especificadas




contra la a--sarc2 •7 C.




unión indirecta: en este
nea MCE] con concentraci
en el párrafo anterior de
es, HOy 2 y HOy 2--PDP con
1--Res no marcado,









espec Y fi ca
minutos a
El procedimiento de marcaje
estos experimentos se describe
técnicas de radioinmunoensayo en
de los antisueros




2.10.2.3. Determinación de la citotoxicidad
2.10.2.3.1. Inhibición de la síntesis de proteínas
La valoración




MA) según el método
Antes de iniciar
durante 3 horas en el
de la citotoxicidad de las distintas fraccio—
en experimentos de inhibición de la síntesis
e cultivos celulares de las distintas líneas
sembradas a razón de entre 25.000 a 40.000
en placas de 96 pocillos (Costar, Cambrídge,
descrito por Canevani y col (332).
el experimento, las placas se mantuvieron
íncubador de COz a 37 C.
A partir de las muestras de proteína iniciares a una
concentración de 1 x 10~ Nl, se hicieron entre 4 y 6 diluciones
sucesivas por cada una de el las con RPMI 1460, 10% y/y SIP. Estas
diluciones fueron esterí 1 izadas por fi ltración a través de un
filtro Mil ley de 0.22 um (Mi 11 ipore O.K., Harrow, Míddx 1







Estas muestras de proteínas fueron añadidas sobre las
las a razón de 100 pl por pocillo, haciendo triplicados de
una de las di luciones. Como control positivo de la síntesis
roteinas, se utilizaron 6 pocillos en los que se añadieron
pl de medio de cultivo completo sin muestra adicional. Todo







lacas fueron incubadas durante
una concentración de 5% de COz
minaron los sobrenadarítes de
20 horas a 37 C en
Transcurrido dicho




ooei lío, se wiadieror, 200 pl de RPMI MeO con 1 ~.¿Cide L—(5—3H>—prol ma Amersham International Ltd.
La muestra inicial de prolina trítiada fue previamente
esteri 1 izada por filtración a través de un filtro Mil lex de
0.22 pm (SIm 1 more O.K.). Como control de la fijación inespecí—
fíca de la tírolina a los pocillo, una cantidad equivalente de
radiactividad se dispuso en 6 de ellos, que despues se procesaron
de igual forma que aquellos que contenían las celulas.
Las células se incubaron con la prolína trítíada durante 18
horas, al cabo de las cuales, se eliminó el sobrenadante y los
pocillos se lavaron 5 veces con 200 pl por vez de tampón [‘RS,
0.0001 % p/v de rojo fenol (Sigma). Tras el lavado, se añadieron
200 pl por pocillo de una solución al 1% y/y de detergente
Nonidet [‘40 (NP4O) obtenido de B.D.H. (Poole, Dorset), en tampón
[‘PS estéril. E’ detergente se mantuvo durante 60 minutos a 43),
con el fin de conseguir la completa disolución ce las membranas
ce 1 u lares.
Para finalizar, se tomaron 100 pl de cada pocillo a los que
se añadieron 3 ml de líquido de centelleo Pico--Fluor TM15
(Packard), y se contaron en un contador de centello líquido
marca Beckman modelo L51801 (Beckman Analitical S.p.A., Fuller—
ton, CA. USA).
El número de cuentas por minuto incorporados por las
células, osciló entre las 16.000 cpm y las 40.000 cpm, mientras
que los controles negativos no sobrepasaron las 2.000 cuentas por
minuto.
Los valores de radiactividad obtenidos fueron representados
como porcentaje de inhibición de síntesis de proteínas, conside—
rando como valor 100% de radiactividad incorporado el número de
cuentas nor minuto observado en las células utilizadas como
control positivo.
En los casos en que las concentraciones de toxina o de
mnmunotoxinas utilizadas, permitieron alcanzar un porcentaje de
inhibición ¡je la síntesis de proteínas superior al 50%, se
consideró el valor 1C50 , o concentración molar de proteina capaz
de inhibir ei 50% de la síntesis de proteínas.
2.10.2.3.2. Inhibición de la proliferación celular
La caoawdad de inhibición de la proliferación celular de
las muestras de proteína, se determínó según una modificación del
método descr í Lo p mr Nlasuí y col (8).
Para ello, se sembraron en placas de 6 pocillos (Costar) de
35 mm entre 20.000 y 150.000 células por pocillo según la línea
celular, en 2 ml ¡le medio de cultivo y éstas se mantuvieron en el
incubador. A? dia siguiente a la siembra, se cambió el medio de
cultivo y se a’íadieron de nuevo. 2 mi de medio completo, pero
esta vez con las distintas diluciones de las muestras en las que
se quiere comnrnoar la actividad de inhibición de la prolifera—
c~ón celular, sc diluciones ensayadas presentasan concentracio--
nos entre 15 SI y 10 12 Nl.
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las cé 1 u las se cu It iva ron du rarí te 5 días a 37 C con una
concentración de CO? del 5% y/y. Trascurrido dicho tiempo, los
pocillos se trataron cori tripsína—EDTA y se contú el numero ce
células viables en una cámara para contar células, por tíncion de
una alícuota con una solución de Tripan Blue al (1.5% p/v en
tampón PBS.
Los resultados obtenidos se representaron como porcentaje de
células vivas tras el tratamiento para cada una de las concentra—






El tiempo de duplicación de cada
determinó por recuento del número
imiento, con respecto al número
el pocillo. El recuento se real
Tripan Blue, como ha sido descrí
2.10.2.3.3.
una de la líneas celulares
de células tras 5 días de
inicial de células sembradas
izó tambien tras la tinción
to en el párrafo anterior.
Potenciación de la acción de las inmunotoxinas con
ionóforos y agentes iónicos
Las células de la línea MCE 7, sembradas a razón de 30.000
células por pocillo se incubaron con restrictocina (106 Nl) y
MSr 1—restríctocína M0~ Nl), respectivamente, en presencia de
concentraciones comprendidas entre 10 mM y 40 mSI de NH4Cl (Nlerck>
y entre 10 nM y 500 nM de monensiría (Sigma).
La actividad de inhibición de síntesis
presencia de ambos agentes, se determinó según
en el apartado anterior, y los valores de ICso






2.11. Estudios de actividad ¡ti vivo
2.11.1. Estudios de toxicidad ir vivo de las toxinas
La toxicidad ir vive de la ricína, su cadena A, la
restrictocina y la briodiría, se determinó en grupos de 3 ó 4
ratones Balb/c, entre 163 y 22 gramos de peso. los animales fueron
inoculados por vía intraperitoneal con dosis comprencídas entre
0.02 y 5 pg para la rícina . y con 5 pg como dosis mínima para
las demás tox í nas y 300 ug de la cadena A de la r í cina, 500 pg oc
restríctocína y 500 pg de briodína como dosis máximas, disueltas
en PBS y en volúmenes no superiores a los 300 pl.
Tras la inyección, ?os animales se
hasta el momento de su muerte o durante 7
cuales fueron sacr~ficados.
mantuvieron aislados
dias. al cabo de los
2.11,2. Determinación de la Dosis Letal 50 (LD5O
En el caso de la rícína, se calculó la Dosis
LOso ) , que se define como la cantidad de proteina que Letal 50es capaz
158 -
segun describerea 1 i z~ Lisorí (449?.
Para el lo, se inocularon por vía intóraperítoneal
3 ó 4 ratones Balb/c con dosis de proteína comprendidas
grupos de
entre 25
ng por ratón (aproximadamente 1 íg/kg de peso) y 3000 ng por
ratón <120 pg/kg de peso)- En cada grupo, se determinó el
porcentaje de ratones que murieron antes de las 48 horas, y estos
valores porcentuales fueron transformados en unidades de probabí--
1 idad según una distribución normal.
A partir de dichas unidades de probabilidad,
considerados como valores y, y de los










y consideradas como valores x, se obtuvo
la ecuación de la recta de formula y
en
por
A continuación, se aplico la fórmula [1]:
[11 log EDso (5 —a)/b
donde a y b, son los valores de la recta obtenida,
considerando que:
EDso z LDstí
de f i n i d a s o omo POso dosis eficaz
LOSO dosis letal
se obtuvo en valor
kg de peso.
de LOSO, expresado en pg por ratón o por
Para calcular el error estandar, se re c u r r i ó al análisis
estadístico de los valores de supervivencia obtenidos a través de
la aplicación de la distribución estadística t de Student, con
rí-? grados de libertad, siendo n el
para (1 0.05, expresando el
número de ratones inoculados,
resultado con un intervalo
confianza dei 95% y en pg por ratón o por kg de peso.
de
2.11.3. 8iodistrjbución de las toxinas
2. 11.3. 1. Aclaramiento en plasma de la restríctocina Y la rícina
Para llevar a cabo los experimentos de aclaramíento
sangre y
al icuotas
acúmulo en tejidos de toxinas,
de restríctocina y de ricína total
el método de marcaje del Jodogen
fica de 0.01 pCi¡pmol para ambas proteínas.
(443), con una
en
se procedió a marcar
con 1251 utí 1 izando
actividad especí-
Las alícuotas de las proteínas marcadas radiactivamente,
intravenosa en un vaso central de lafueron inoculadas por vía
oreja de conejos New Zeland blancos, de 2.5
razón de 1 pCi a 1 .5 pCi por animal
Kg a 3 Kg de peso, a
PS Y
los
lo que suponia entre 5
6 ug de proteína. Durante el desarrollo del experimento,
animales se mantuvieron aislados en una jaula metabólica.
- bx - a.
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A distintos tiempo tras la inoculación, 0, 0.5, 1.0, 1.5,
2.0, 4.0, 6.0, 12.0 y 24 horas, se tomaron muestras de sangre de
aproximadamente 1.2 ml de la vena colateral de la oreja opuesta
en la que el animal había sido inoculado. Antes de que la sangre
coagulase, se transfirió 1 ml a tubos de plástico de 3 mí, e
inmediatamente se midió la radiactividad en un contador gamma.
Cuando se produío la retracción del coágulo, se procedió a
separar el plasma del coágulo y ambas fracciones se contaron
nuevamente por separado.
En todos los casos, se consideró como tiempo O el valor
medio en minutos al que se realizó la primera extracción de
sangre, que fue de 4.7 ± 1.3 minutos. El valor de radiactividad
de esta primera muestra fue tomado como porcentaje total en
sangre ó 100%, y los valores obtenidos para cada una de las
muestras posteriores se representaron como porcentaje de radiac--
tivídad remanente con respecto a este valor inicial.
2.11.3.2. Determinación de los parámetros farmacológicos
El cálculo de los parámetros farmacológicos se realizó a
partir de la representación logarítmica de los porcentajes de
radiactividad remanente frente a los tiempo de inyección, según
las fórmulas de farmacodinámica recogidas por Bochner y col
(450). Los porcentajes fueron expresados en pg/ml de sangre,
teniendo en cuenta que los conejos habían sido inoculados con,
aproximadamente 5 pg de proteína total.
Para ello, se consideró que el aclaramiento de las toxinas
se ajustaba a un modelo farmacocinético de distribución bifásica
(450), con una primera fase de distribución y una segunda fase de
eliminación, descrito por la ecuación biexponencial [1]:
[1] C A*eat+ B*efl3t
donde C s concentración de proteína en plasma a tiempo t,
expresado en unidades de concentración (ng/ml de
sanqre>
A y 13 valores constantes que indican los puntos de
corte de ambas ecuaciones exponenciales con el eje
Y, expresados en unidades de concentración (ng/ml de
sarícre 3
O y $3 u valores constantes que indican la razón
distribución y de eliminación, respectivamente,
expresado en unidades inversas de tiempo (h-’ ).
Los tiempos de vida media de cada fase, fueron determinados
según las siguientes fórmulas [2] y [3]:
[2l ti,ro in 2 / o para la fase de distribución, y
[3] ti /25 sc in 2 / $3 para la fase de eliminación.
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Ambas magnitudes se expresan en unidades de tiempo (hí.
El área bayo la curva
expresado en unidades de
[4]:




AUCo- . z A/u + B/f3
Distribución de 1251—restrictocina en los órganos
conejos New Zeland
Otra de las determinaciones que se
conejos inoculados con ‘251—restrictocina
la cantidad de radiactividad acumulada en
tejidos. Para ello, los conejos fueron
las 24 horas de la inoculación de la to
inyección de 0.5 mg de pentotal sódico
S.A., Madrid, Spain) por vis intravenosa.
Cuando los conejos murieron, se les
ron muestras de los distintos órganos y
muestras se limpiaron de restos de otros
PBS para eliminar el exceso de sangre y
de plástico de 10 ml. calculando, por








llevaron a cabo en los
fue la estimación de
los distintos órganos y
sacrificados a la hora o
xína marcada, con una
(Abbott Laboratories,
diseccionó y se extraje-
tejidos. Las distintas
tejidos, se lavaron en
se distribuyeron en tubos
diferencia, el número de
contenían las muestras se contaron en un
valores de radiactividad se representaron
radiactividad residual por gramo de tejido.


















Tres de estas al
nM de MErE-Res,
manteniendo la
MCF—7 fueron tratadas con
cuatro alicuotas y resuspen-
por mililitro de medio de
icuotas fueron incubadas con
con 60 nM de restrictocína y
cuarta al icuota en medio de
La al í cuotas se incubaron durante 3
incubador de CE- con agitación ocasional,
lavaron 3 veces por centr i fugac í ón con medí
alícuota de c~lu]as de cada tratamiento se
cabo experimentos de inhibición de síntesí
vitre, según ha sido descrito en el parrado
MCF 7.
Tras e? lavado, cuatro grupos de 5 a
fueron inoculados irítraperitonealmente con
de cada tratamiento por animal. Después
controló el aumento de peso de los an
abdominal. Cuando estuvieron moribundos,
‘a inyección, fueron sacrificados y se
horas a 37C en el
tras lo cual se
o de cultivo. Una
usó para llevar a
s de proteínas mn
2.10.2.3.2., sobre
6 ratones nu/nu Balb/c
15.000.000 de células
de la inyección, se
imales y del volumen
o 6 semanas después de
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Jable 2.8. Caracterísiticas de las ribonucleasa bacterianas y fúngicas
En la tabla se recogen algunas de las ceracteristícas de las distintas ríbonucleasas bacterianas
fúnqícas cuyas secuencias han sido co.paradas en esta tesis, Como puede observarse, la mayoria de
estas proteínas presentan una actividad específica sobre las bases nitrogenadas derivadas de la
purina, guanina IGl y adenina (A), mientras que, en otros casos, digieren tambien las bases
pirimídinicas citosína íd y uracilo >0), y sus derivados. Para la o-sarcina ha sido descrita una
actuací~n preferencial sobre guanina (CI >205), aunque corta en una secuencía específica del ARNr
entre una adenina Al y una guanina (CI (45> según ha sido descrito en e? apartado 1.3.5.5,1. Se
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62
órganos de la cavidad peritoneal.
Para determinar dicho grado de crecimiento, se estableció
la siguiente escala: 0, no se observaba crecimiento; 1, anam-
ción de pequeños nódulos independientes de 2 a 3 mm de diámetro o
detección de un único órgano peritoneal infiltrado; 2, aparición
de más de un órgano infiltrado por el tumor;

















mi crob i ano
estudio, se procedió al alineamiento
de aminoácidos de distintas ribonucleasas de
con las secuencias de las aspergilinas.
La asignación de residuos y el alineamiento de 1 a s secuen—
cias se realizó tomando como puntos de referencia los aminoácidos
de la ARNasa 11 de Asperg ¡Pus oryzae (255) Glu-58 (E>, Arg--77
(FR) e His—92 (NI, implicados en el centro activo de la proteína.
Como sugieren
alineamiento, han
Hill y col (255), para llevar a cabo dicho
sido consideradas distintas homologías entre
los aminoácidos, en base a características como su peso molecu-












zadas en este estudio se recogen en la tabla





3. Resultados y discusion
3.1. Cultivo de Aspergí? lus giganteus MDH 18894
3.1.1. Cultivo en medios sólidos y líquidos
3.1.1.1. Cultivoenmediossólidos
El Asperg ii/vs giganteus fue clasificado por algunos auto-
res como una subespecie de A. clavatus ya que, presentaba las
cabezas de los conidióforos en forma de clavo o estaca (162>.
Dentro del género Aspergí/lbs , el A. giganteus es uno de los
grupos más fácilmente identificables ya que, en cultivos del
hongo en medio sólido, aparecen conidióforos muy largos que
empiezan a producirse en los bordes de la colonia durante la
etapa de esporulación, extendiendose más tarde a toda la
superficie de la misma (162).
Otra de las características
es el crecimiento zonado que
alternancia de conidióforos de
longitud de entre 2 mm y 4 mm,









más destacables de esta especie,
presentan sus colonias y la
desarrollo temprano, con una
y conidióforos de desarrollo
incluso de 1 cm.
Los conidióforos largos son fototrópicos y su producción
favorecida a la temperatura de 203). La elongación de es
idióforos podría estar relacionada con un aumento proporc
de la intensidad de absorción del medio, a una longuitud
conocida, y estaría mediada, aparentemente, por un
teno de color amarillo, que absorbe entre los 400 y los
así como por otros compuestos coloreados, también
uraleza carotenoidea, que absorben entre los 300 nm y los
(162).
Todas estas características permitieron llevar a cabo
identificación del hongo, para lo cual el A. gganteus MDH 1
se creció en placas de Petrí de 10 cm de diámetro, con una
de, aproximadamente, 4 mm de Agar de Czapex—Dox, a tempera
ambiente entre 22’C y 24~C y con iluminación. De esta forma
obtuvieron los cultivos que quedan recogidos en las figuras 3
y 3.2., en donde se observa el aspecto que presentan las colon



























crecimiento zonado de las colonias comienza
hacia el 6~ día de cultivo (ver figura 3.1.
de cultivo la colonia alcanza un diámetro d













cultivos fueron estudiados a lupa triocular y a micros—
tica (figuras 3.2. a 3.5.), de manera que fue posible
que el hongo presentaba características similares a las
por Raper y Fenelí (162) para las distintas especies de






se recoge en la figura 3.5., el
conidióforos distintos, que coex
unos de desarrollo temprano,
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AFig. 3,!. Crecimiento de Aspergí Ilus g¡gaateus NON 18894 en placas de agar de Czapex—Dox
En las fotografías puede observarse el aspecto que presentan las colonias de A. giganteus NON 18894,
sembrada en tres puntos en placas de petri con agar de Czapex—Dax. Las fotografías corresponden a los
siguientes dias de cultivo: A) 10r dia despues de la siembra, 8) 3•t dia despues de la siembra, C) 6~
dia y 0) 18 dia tras la siembra. Las placas fueron crecidas a temperatura ambiente, sin iluminación
suplementaria y en atmósfera saturada de vapor de agua. En la fotografia O se observa el crecimiento
zonado en un cultivo del hongo bastante avanzado; esta zonación empieza a evidenciarse a partir del
sexto dia de cultivo fotografía CL El método de preparación de las placas asi como el método de
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Fig. 3.2. Colonias de Aspergil>us gigantaus NON 18894 en placas de agar de Czapek—Oox
Las fotografias recogen, en detalle, el aspecto de una de las colonias de A. giganteas NON 18894, tras
13 dias de cultivo en placas de agar de Czape&Dox, sembradas en tres puntos (ver apartado 2.2.1). En
la fotografia a) puede observarse coao la colonia presenta crecimiento zonado y como la maduración de
los conidióforos, que tiene lugar de forma centrífuga, le confieren una coloración oscura en su parte
central. En la fotografía bí, realizada en una lupa triocular, puede observarse como las regiones
interzonales, situadas entre dos halos de crecimiento, permanecen casi completamente libre de micelio,
aientras que os conidióforos confieren a la colonia un aspecto rugoso en su superficie.
— 167
Fig. 3.3. Conidióforos de A. giganteus MDN 19894, observados a lupa triocular
En las fotografías se recogen, con mayor detalle, los conidióforos de A. gíganteus HON 18894, tal y
como puede observarse en las colonias crecidas en agar de Czapex—Dox tras 13 días de cultivo. En ambas
fotoqraf ¡as se pone de manifiesto el aspecto algodonosa de las coaidiúforas.
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25 pm en su e~e máximo, por 25 pm ±2.7 ~.ámen su eje mínimo (fig
3.5. BI, y otros de longuitud superior, aproximadamente 8 mm,
cuyas vesículas presentan una longuitud de 350 pm ±45 pm en su
eje máximo, por 34 pm ± 5 Pm en su eje mínimo (figuras 3.4. y
3.5. A). También puede observarse en esta dos figuras la
presencia de una zona en la parte central de la cabeza conidíal
de los conidióforos gigantes, denominada collar, en la que no se
desarrollan esporas. Esta zona no fértil es característica de la
cepa MDH 18894.
Otros datos destacables sobre el crecimiento del hongo se
obtuvieron en los cultivos realizados en tubos de agar inclinado
(TAIS> con medio sólido de agar de Czapex—Dox a distintos
valores de ph, según se recoge en el apartado 2.2.1. Los cultivos
que presentaron mayor crecimiento al cabo de 12 días, fueron
aquellos crecidos a ph 5.2, aunque estas diferencias no son
significativas con respecto a los cultivos realizados a ph
neutro y a ph 8,24. A este valor de pH 5.2, no fue posible
apreciar la aparición de conodióforos largos, que sí se observan
en los cultivos realizados a pH 8.25. aprecia la producción de
conodióforos largos, que sí aparecen cuando el hongo es crecido a
pH 8.25. Algunas características, como el color y el espesor de
la colonia, también se ven alteradas con el cambio de ph.
Por tanto, condiciones como la acidificación del medio de
cultivo hasta valores próximos a pH 5, o el crecimiento en
oscuridad, como fue comprobado simultáneamente, no alteran signi-
ficativamente el crecimiento del micelio del hongo, pero si
afectan a la formación de conidióforos largos, ya que, ni a ph
5.25 ni en oscuridad, se pueden observar en los tiempos estudia-
dos, que fue de 25 días. Cuando el hongo se crece en medio de
cultivo enriquecido con un 20% de sacarosa, aparece un micelio
desorganizado y ralo al cabo de los 18 días de crecimiento.
3.1.1.2. Cultivo en medio liquido
En los cultivos reali
de aporte externo de aire,
en la superficie del medio
que se oscurece cuando emp
zados en medio liquido,
se pudo observar cómo el





En condiciones de aporte de aire suplementario, el
se comportó de una manera completamente diferente. Entre
las 48 horas después de la siembra, el micelio ya era
y a los 7 días comienza a apreciarse una clara agregación
mismo, empezando a formarse una capa de micelio de consiste













el periodo de incu
cultivo azida sódica
0.2% p/v.
En ambos casos, e)
relacionó con la sintes
carotenóides, comparables
mente (162).
hongo comienza a esporular y el
tomar una coloración marrón. A
bación se dió por finalizado,
hasta una concentración final
os cu rec im i en to
is por parte d




medio de cultivo se
ongo de compuestos
descritos anterior-
Ng. 3.4. Detalle del micelio de A. giganteus RON 18894 yde su estructura conídial
al [a fotografia reproduce una preparación realizada a partir de una muestra de
gíganteus ROU l~894, crecida en placas de agar de Czapex—Oox durante 43 días, y
contraste de fase. En ella pueden observarse como el micelio está compuesto
hitas transparentes y no tabicadas, a partir de las cuales se desarrollan los
cabezas conidiales de forma clavada, características de esta cepa. Con un
señaladas algunas de las cabezas conidiales que presentan una zona o corona~
aparecen normalmente, en los conidióforos de mayor longuitud del hongo, segun
apartado 3.1.1».. Y íue, a mayor detalle, aparecen en la fotografía bí.
una colonia de A.




libre de esporas que





Ng. 3.5. Detalle de los conidióforos de A. giganÉeus NON 18894
En las fotografias se recogen, con mayor detalle, los dos tipos de conidióforos de A. g~ganteos NON
8894 que se desarrollan en una colénia crecida en agar de Czapex—Dox tras 13 días de cultivo. La
fotografia a) corresponde con un detalle de las cabezas conidiales del hongo, que presentan la corona
libre de esporas; este tipo de estructura es mas coman entre los conidiáforos aayores del hongo. En la
fotografía b) se recogen los conidióforos de forma clavada, que desarrollan esterigmatas y esporas en
toda la superficie de la cabeza conidial (apartado 3.1.1.14.
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3.1.2. variación de las condiciones de cultivo
El interés por el estudio de las condiciones de cultivo del
Aspergul/us giganteus MDH 15894 surgió de la búsqueda de un
procedimiento de cultivo que asegurara la producción de a—
sarcina por parte del hongo, favoreciera su acúmulo en el medio
de cultivo y fuera fácilmente adaptable a los métodos industria-
les. Así se intentó obtener un medio de cultivo económico y de
fácil preparación, en el que la producción de la proteína no se
viera alterada.
De esta manera, y tras la estandarización de las condiciones
de cultivo del hongo en medios sólidos, siguiendo las indicacio-
nes de los expertos en el cultivo de Aspergillus (162),, se puso a
punto el cultivo en medio liquido, en las condiciones sugeridas
por Olson y col (40> y utilizando el medio de cultivo en el que
estos autores obtenían la mayor cantidad de a—sarcína.
Una vez hecho esto, el si9uiente planteamiento fue la
modificación de la composición del medio, para lo cual se
variaron las fuentes de carbono y nitrógeno originales, que
fueron sustituidos por productos comerciales utilizados en ali-
mentación, más económicos y accesibles para nosotros. Así, el
almidón de maíz de Sigma, utilizado hasta entonces como fuente de
carbono fue sustituido por Maizena (C.P.C. España, S.A.), harina
de maíz, que era previamente hidrolizada con HCl para aumentar la
concentración de monosacáridos y disacáridos en el medio (ver
apartado 2.2.6.2.>. Por otro lado, el extracto de carne de ADSA—
MICRQ, utilizado como fuente de nitrógeno, fue sustituido Bovril
(Rovril Ltd., Inglaterra), un extracto de carne utilizado como
complemento alimenticio.
Los distintos




el cultivo se di
los valores de pH,




los datos de absorción a
errática
medios de cultivo fueron preparados, sembrados
días, según
quedan recogi










se refiere en el apartado
das las distintas condiciones
os cultivos: temperatura
y deficiencia de 02 Cuando
en cada caso se determinaron
concentración de hexosas,
de a—sarcina acumulada en el
tenidos para cada uno de los
referidos a los 13 días de
áficas 3.6. a 3.11., excepto
que mantenían una variación
Para una mejor comprensión de estos resultados, hay que
señalar que los valores obtenidos en estas determinaciones
presentaron grandes variaciones, ya que el sistema estudiado es
un sistema metabólicamente activo. La variabilidad de las medi—
das está determinada en función de dos factores: consumo de los
componentes del medio de cultivo y producción de metabolitos por
el hongo.
A pesar de la dificultad que planteó su interpretación,
resultados proporcionaron un método sencillo para realizar




de proteina acumulada y a la estabilidad que ésta mani
largo de todo el cultivo. El medio elegido permitió
puesta a punto de un método de purificación rápido y
rendimiento que el obtenido hasta el momento.
Los valores observados en los disti
cada uno de los parámetros estudiados,
gráficas a modo de de barras que presentan
cada una de las condiciones de cultivo.
medios de cultivo se representó en una prí
3.8., 3.10., 3.12., 3.14. y 3.16.) la con
en mg/U obtenidas por radioinmunoensayo,




ntos días de cultivo
quedan recogidos en
distinto relleno
Para cada uno de
mera figura (fig.
centración de a—sa








Los demás parámetros se recogieron de la siguiente forma: 1)
la concentración de azúcares se representó como incremento de
hexosas en mg/ml en los distintos días de cultivo y para cada una
de las condiciones estudiadas, considerando como valor de refe-
rencia la concentración inicial observada en el día 0; 2) los
valores de pH y 3) los valores de fuerza iónica aparecen en
valores absolutos.
El análisis de estos
realizado de forma global
recogen los datos mas sígn
resultados para cada








(162), de esta manera,
tos.
condiciones de cultivo permitieron observar
de Aspergillus giganteus MDH 18894 está en
como el pH y la disponibilidad de oxígeno
los cultivos presentaban aspectos distin-
Así, los medios crecidos a temperatura ambiente
tras un período de crecimiento en toda la densidad del
que normalmente puede estimarse en 3 días, el
organizaba en la superficie, en donde se producía la f
los conidióforos y la espoluración. Por el contrario,
ciones de agitación y de deficiencia de oxigeno, sólo









Como será analizado a continuación, parece evidente que el
comportamiento metabólico del hongo y la excreción de distintos
metabolitos al medio de cultivo, están relaccionados con la
su crecimiento, así como con la organización del micelio en
superficie y con los procesos de esporulación. Este hecho
coincidió, en todo momento, con un mayor consumo de hexosas y con
un aumento de la cantidad de a—sarcina en los medios crecidos sin
agitación y con oxigenación normal.
3.1.2.2. Variaciones de PH
El valor inicial de pH observado en







mg/i de alta sarcina
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hg. 3.6. Concentración de o-sarcina en el tedio ide cultivo de A. gigmnteus NON 18894
En las gráficas se representa a--soda-de barras, la concentración de a—sarcina detectada por
radioinmunoensayo en ig/? en los días de cultivo It 3, 5, 1, 9, II y 13, pEra los cultivos realizados
en el medio 1 y en las distintas condiciones de cultivo temperatura ambiente, 3CC, agitación y
deficiencia de Oz según se describe en el anartado 2.2.6.). FI método de radioinmunoensayo se describe
en el apartado 2.82.!. y la composición del media de cultivo 1, en la tabla 2.5.
días de culiÑo
T.me,.catura acnbl.otc

















Fiq. 3.7. Variación de
días de cultivo
En las gráficas se representan el incremento de la concentracion de hexosas (azúcares), expresada en
ng/al, el valor de pH y e? valor de fuerza íónica, en nS/ca, observados en los cultivos de A.
qiganteus !4DH 1889’ crecido en el medio 1. Fn todos los casos se representan a modo de barras los
valores obtenidos para cada parámetro en los días de cultivo y condición de cultivo indicados. En cada
gráfica se incluye el valor inicial observada en el medio de cultivo en el momento de la siembra. La
concentración de hexosas ha sido determinada por el nétodo de Dubois y col (426) según se describe en
el apartado 2.3,6. de materiales x métodos la corposíción del medio 1, en la tanIa 2.6.
los valores de los distintos paráeietros determinados en el medio 1 para los distintas
Azúcares
Medio 1
3 6 7 g it l3
días de cultivo
pH
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días de cultivo
~1Niao’c
mg/I do alta sarcina
vLZZ-Ill<UÁIL=tP-tjtZ~zUil
1 3 6 7 0 tI 13
días de cultivo
LII! AoI,.cí~n
mg/I do alta sarcina
Fig.3.8. Concentradón de n-sarcína en el medio 2 de cultivo de 4. giguteus MDH 18894
En las gráficas se representa a modo de barras, la concentración de o-sarcina detectada por
radicinmunesayo en ¡gil en los días de cultiva 1, 3, 6, 7, 9, 1! y II, para los cultivos realizados
en el medio 2 y en las distintas condiciones de cultivo. U método de raúioinrunoensayo se describe en
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Medio 2
incremento de hexosas (mÚmI)
















valores de los distintos parámetros determinados en el medio 2 en los distintos díasFig.3.9. Yariación de los
de cultivo
Fn las gráficas se representan el incremento de la concentración de hexosas la¿~caresl, expresada en
mq/ml, el valor de pH y el valor de fuerza jónica, en SS/cm, observados et los cultivos de A.
giganteas NON 18894 crecido en el medio 2. En todos los casos se representar a modo de barras los
valores obtenidos para cada parámetro en los días de cultivo y condición de cukívo indicados. En cada
gráfica se incluye el valor inicial determinado en el medio de cultivo en el s:.ento de la siembra. La
concentración de hexosas ha sido determinada por el método de Dubois y col 425 segun se describe en
el apartada 2.3.6. de mater¡ales y métodos a composíc¡on del medio 2, 50 ¡3 laca 2.6.
6 7 g II 13
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Fiq.3.lO. Concentración de a—sarcina en el medio ide cultivo de A. giganteas MDH >8894
Fo las gráficas se representa a modo de barras, la concentración de c-sarcina detectada por
radíoínmunesayo en mg/i en los dias de cultí<o 1, 3, 5, ~, 9, II y 13, para las cultivos realizados
en el medio 3 y en las distintas condiciones de cultivo. FI método de radíainmuncensayo se descrióe en
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Fig.3.ll. Variación de los valores de los distintos parámetros determinados en el medio 3 en los distintos dias
de cultivo
En las gráficas se representan el incremento de la concentración de hexosas (azúcaresí, expresada en
sg/mí, el valor de pH y el valor de fuerza lónica, en mS/cm, observados en los cultivos de A.
gíganteus NDH 18894 crecido en el medio 3. Fn todos los casos se representan a modo de barras los
valores obtenidos para cada parámetro en los dias de cultivo y condícion de cultivo indicados. En cada
gráfica se incluye el valor inicial determinado en el medio de cultivo en el momento de ¡a siembra. La
concentración de hexosas ha sido determinada por el método de Dubois y col 1426i según se describe en
el apartado 2.3.6. de materiales y métodos la composición del medio 3, en la tabla 2.5.
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su composición. Los medios que contenían peptona (medios a 3, y
6) presentaron valores de pH próximos a 7, mientras que aquellos
que tío la llevaban eran ligéramente básicos, con valores de pH
8.1 ± 0.07 en el medio 4 y pH 7.8 ±0.1 en el medio 5. Esta
diferencia de pH puede ser explicada en base a la capacidad de





La variación de los valores
recogida en las gráficas 3.7.,
para cada uno de los medios.
r también en la evolución de







En los medios 1 a 3 y 6, que
composición, se observó que los cu
temperatura ambiente presentaban una
pH ligeramente básicos, próximos a
condiciones de deficiencia de 02 y
maizena era la fuente de carbono, se
del medio, mientras que cuando los
maíz, el pH se mantiene neutro (ver
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En los medios de cultivo 4 y 5, que no llevan peptona, los
ores de pH presentaron una evolución distinta. Partiendo de un
8.10, en el medio 4 por ejemplo, todos los cultivos tendieron
ia pH neutro, quedando sólo por debajo de pH 7 el cultivo de
días crecido en condiciones de deficiencia de 02. Estos
ios, fueron los que presentaron un patrón más homogéneo en
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Fig.3.12. Concentración de a—sarcina en el medio 4 de cultivo de A. giganteus NOH 18894
En las gráficas se representa a modo de barras, la concentración de a—sarcina detectada por
radioinmunesayo en mg/l en los días de cultivo 1, 3, S, 1, 9, 1> y >3, para los cultivos realizados
en el medio 4 y en las distintas condiciones de cultivo. FI método de radio’nmunoensayo se describe en
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Fig.3.13. Variación de los valores de los distintos parámetros determinados en el medio 4 en los distintos días
de cultivo
En las gráficas se representan el incremento de la concentracion de hexosas azucares), expresada en
mg/mí, el valor de pN y el valor de fuerza única, en ms/cm, observados en las cultivos de A.
gíganteus NON 18894 crecido en el medio 4. Fn todos los casos se representan a modo de barras los
valores obtenidos para cada parámetro en los días de cultivo y condición de cultivo indicados. En cada
gráfica se incluye el valor ~nícía~determinado en el medio de cultivo en el momento de la siembra. ta
concentración de heyosas ha SSdC determs nada por el método de Duboís y col (426/ según se describe en
el apartado 2.3.6. de materíais y rétodos y /a lomposícidn del medía 4, en la taÑa 2.6.
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fig.3.l4. Concentración de o-sarcina en el medio 5 de cultivo de A. giganteus NON 16694
En las gráficas se representa a modo de barras, la concentración de a—sarcina detectada por
radioínmunesayo en mg/l en los días de cultivo 1, 3, 5, 7, 9, II y 3, para los cultivos realizados
en el medio 5 y en las distintas condiciones de cultivo. El método de radioínmunoensayo se describe en
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valores da los distintos parámetros determinados en el medio 5 en 1os distintos díasFíg,3.15. Variación de 05
de cultivo
En las gráficas se representan el incremento de la concentración de hexosas azúcares), expresada en
mg/el, el valor de pH y el valor de fuerza jónica, en mS/cm, observados en los cultivos de A.
gíganteos ~DH 18894 crecido en el medio 5. En todos los casos se representan a rodo de barras les
valores obtenidos para cada parámetro en los días de cultivo y condición de cultivo indicados. En cada
gráfica se incluye el valor inicial determinado en el medio de cultivo en el momento de la siembra. La
concentración de hexosas ha sido determinada por e? método de Dubois y col (426j sequn se describe en
el apartado 2.2,6. de materiales Y métodos y la corposicion del medio 5, en •w tao/a 76.





ung/i de aifa sardos
3
II
<“g/l de alta sarcina
_ 17 j=5IúÉ?tfi¡ .315? ÉZ3’






Fig.3.16. Concentración de o-sarcina en el medio 6 de cultivo de A. g~ganÉeus 14DM 18834
En las gráficas se representa a modo de barras, a concentración de c-sarcína detectada por
radioinmunesayo en mq/l en los dias de cultivo 1, 3, 5, 7, 9, II y 13, para •:s cultivos realizados
en el redio 6 y en las distintas condiciones de cultiva, El método de radíoin.u~oensayo se describe en
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Fig.3.l7. Variación de los valores de los distintos parámetros determinados en el medio fi en los distintos dias
de cultivo
En las gráficas se representan el incremento de la concentración de hexosas (azucares), expresada en
mg/mí, el valor de pH y el valor de fuerza íónica, en ms/cm, observados en los cultivos de A.
gíganteus MDH 18E94 crecido en el medio 6. Fn todos los casos se representan a mOdo de barras os
valores obtenidos Dara cada parámetro en los dias de cultivo y condición de cuúívo indicados. En cada
gráfica se incluye el valor inicial determinado en el medio de cultiva en el momento de la siembra, [a
concentración de hoyosas ha sido determinada por el método de Dubois y col (42fJ según se describe en
el apartadc 2.3.5. de materiales métodos y la composición del medía 6, en la tabla 2.6.
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3.1.2.4. concentración de hexosas
El método de Dubois
nación de hexosas, per
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y col (426> utilizado para la determi—
mite valorar el contenido de azúcares
polisacáricos, asi como azúcares unidos
n una solución, por reducción de estas
de ácidos, dando origen a compuestos de
que absorben a 490 nm (426).
los valores de hexosas observados a
yo, en todo momento, en relacción con
Esta valoración de la concentración




































observada en la mayoría de
la concentración de hexos
tivo. Este aumento puede
azúcares disueltos en el med
enzimas, excretadas al medio
meros de almidón y que son
Ja maizena o del almidón
un mayor aprovechamiento de
ón de enzimas con actividad
ta en distintas especies de
como los de A. flavus, A.













clavatus, en el que se incluyen las
no son particularmente activos desde un
Este hecho no se observó















medios con una concentración de un 2%
los 2 a 5), los valores máximos de c
obtuvieron entre el 5~ y el Y día de
produjo la mayor movilización relati
con un aumento de hasta 12 mg/ml en 1
en dicho medio, los incrementos fuer
1 primer día de cultivo, en todas las
como también se observó un descenso
- ó del 7’ día.
Aunque el descenso de la concentrací
general en todos los medios en los últimos

































La cantidad de a—sarcína presente en los medios de cuit
cuantificada por radioinmunoensayo <ver apartado 2.8.2.1
el que se estudió la inhibición de la fijación de a—sarc
cada con a pocillos con 1% específica anti-o—sarci
medio de las muestras de los distintos medios de culti






3.10., 3.12., 3.14. y 3.16. para cada una de las condiciones de
cu It i yo.
En todos los medios y condiciones de cultivo se detectó la
presencia de a—sarcina tras ?as 24 primeras horas, obteniéndose
las concentraciones mayores de proteína entre el 7 y el 9”
día. El máximo valor observado fue de 7.8 mg/l y correspondió con
el 7” día de cultivo del medio 3, a temperatura ambiente.
Estas cantidades coincidieron con el
en la superficie del tubo, la pigmentación
el comienzo de la esporulación. Los valores

















aunque no de forma tan drástica
y col (40) y Miller y Hodiey (192
ci—sarcina está en función de la composi
ultívo y de los requerimientos nutrici
la utilización de Maizena como fuente
la obtención de concentraciones signifi
sarcína como que estas cantidades de p
iones a lo largo del cultivo. Una vez
iones máximas de proteína en los
niveles se mantenían hasta el final del











La fluctuación de los niveles de proteína observados en
algunos medios de cultivo, puede ser explicado por varias
razones: 1 ) algunos de los componentes del medio de cultivo
podrían inducir la utilización de la proteína acumulada en el
medio de cultivo como fuente de nitrógeno, 2) las variaciones de
fuerza iónica, observadas a los largo del cultivo, podrían dar
lugar a fenómenos de agregación o de precipitación, ó 3) el
hongo puede sintetizar, entre otros metabolitos, enzimas proteo—









En la figura 3.18., se recogen los valores promedio de a—
na observados según las distintas condiciones de cultivos.
gura 3.18 A, auna los resultados obtenidos en los medios en
composición se incluye peptona tríptica de caseína (medios
y 6), mientras que la figura 3.16. B, recoge los
tados de aquellos medios en los que la peptona ha sido
mida de su composición (medios 4 y 5). Como puede obser-’
la presencia de peptona tríptica resultó critica en
de las condiciones estudiadas.
Así, como dato más significativo,
condiciones de agitación, mientras que
proteína no sobrepasaron en ningún caso 1
con peptona, con valores medios de 0.7 m
llevan presentaron un valor de 4.9 mg/l
puede destacarse que
las concentraciones
os 2 m9/l en los med
g/l, aquellos que no
±1.lmg/l.










jos resultados obtenidos, el
Aspergullus gzganteus MDH 18894
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Fig.3.18. Concentración máxima de o—sarcina detectada en los medios de cultivo
En la figura se representa, a modo de barras, el valor máxima de a-sarcína detectada por
radioinmunesayo y expresado en mg!l, entre os dias 1 y 9 de cultivo coto medía aritmética de los
valores obtenidos en todos los medios de cultivo y en función de las distintas condiciones de cultivo.
a figura Al representa los valores obtenidos en los medios de cultivo que inc)uyen en su composición
peptona tripuca de caseína ¿medios 123 y 61, mientras que 81 corresponde con os tedios que no la
contienen (medIos 4 y 5). En todos los casos se representa la desvtacidr estanlar de cada uno de los
valores. El procedimiento exoer~mental del rad~oínmunoensayo se recoqe en el laertado 2,8). 1. t la
corpos]c~on de lús medios de cultivo en 3 tutu ¿A.
las mayores cantidades de proteina. si fue el que presentó una
menor variabilidad de los distintos parámetros examinados (ver
fig. 3.12.). Por otro lado, no se observaron fluctuaciones
significativas en la concentración de 0-sarcina después de que se
alcanzaba el valor máximo a los 7 dias de cultivo.
Las condiciones de cultivo seleccionadas fueron temperatura
ambiente (2V C 1 WC) sin aireación suplementaria y sin agita—
ci ón.
Los resultados obtenidos en estos experimentos permitieron
comprobar que con la Maizena como fuente de carbono, y con el
Bovril como fuente de nitrógeno, se obtiene un medio de cultivo
adecuado para el crecimiento del hongo y para la producción de
la proteína. Los datos de producción de proteína fueron corrobo-
rados en cultivos de 250 mi, de 4 litros, e incluso de 40
litros, donde se han llegado a obtener cantidades considerables
de c-’sarí-¿ina. Este hecho apoya la idea inicial de obtener un
medio de cultivo más económico que puede ser utilizado a nivel
i ndustr ial
3.1.3. Producción de o—sarcina por las distintas estructuras de
Aspergí? las giganteas MDH 18894
En la figura 3.19., se recoge el valor de la concentración
de c-sarcí¡ía obtenida por IRlA en los medios de cultivo líquido
sembrados a partir de fracciones enriquecidas en esporas, coni—
dióforos e hitas de Aspergillus giganteas MDH 18894, según se
describe en el apartado 2.2.7., así como el aspecto que presenta-
ban al microscópio las 3 fracciones purificadas. Los cultivos se
realizaron en las condiciones descritas en el apartado anterior y
fueron crecidos durante 24 horas.
como puede observarse, sólo en los cultivos sembrados a
partir de esporas se detectó la presencia de o-sarcina, a una
concentración dc 1.4 mg/l. Los valores obtenidos en los cultivos
sembrados con conidióforos y con hitas, estuvieron por debajo
del r>ivei de detección del radioinmunoensayo.
Aunque este experimento no se realizó un número suficiente
de veces como para poder hacer una estimación estadística de los
resultados, no fué posible determinar con exactitud cual es la
estructura implicada en la producción de la proteína, si permitió
apoyar la hipótesis de que su producción está relaccionada con
los procesos de esporulación. Como ha sido referido en el
análisis de los resultados obtenidos de la determinación de la
cantidad de proteína en los distintos medios de cultivo, las
concentraciones máximas de proteína se obtuvieron cuando el hongo
estaba en dicha fase de su crecimiento.
3.2. Purificación de las toxinas
3.2.1. Purificación de la a-sarcina
El primer método de purificación de la u-sarcina a partir
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Fiq.3.19. Concentración de 0—sarcina obtenida por radioinmun~nsayo en medios de cultivo
fracciones enriquecidas en cada una de las estructuras del hongo
En la figura se recoge, junto a las fotografías realizadas a microcopio óptico de cada una de las
fracciones, la concentración de a—sarcina observada en los medios de cultivo sembrada con cada una de
las fracciones y tras 24 horas de cultivo. Los valores han sido estimados por radioinmunesayo y en los
casos de los medios sembrados con la fracción de conidiéforos y de hifas, el valor obtenidos está por
debajo del nivel de detección del radioinmunoensayo, lo que se indica como NO. La obtención de cada







Olson y Goerner en 1965 (40). En este método se a0rovechaba el
carácter básico de la proteína y su carga neta positiva a pH
neutro, que le permite interaccionar con resinas de intercambio











retenida en Amberlita 11W 50, era sometida a
rafia en Amberlita XEG3 (40), de la cual
muestras de 0—sarcina que han permitido, a






1984, cuando en el laboratorio de la Sección de Inmuno—
del Departamento de Investigación del Hospital Ramón y
puso a punto el cultivo de la cepa de A. giganteas, y
obar la presencia de o-sarcina en el medio de cultivo,
cabo una revisión del proceso de purificación (232).











la cromatografía en Amberlita 11W 50,
cultivo de A. grnanteus MDH 18894 era
ana de vidrio para eliminar el micelio
a 13.000 g durante 20 minutos a WC. El
la centrifugación era aplicado en una
50 equilibrada en 0.2 Nl fosfato sádico
egado a la resma era e luido cori 1 Nl lIC
de Amberí ita 11W 50 era concentrado y
una columna (le Biogel -‘-‘10 Sio—Rad),
en 0.15 Nl NaCí (232).
Este método permitió la puri
identificada como la a—sarcina
Pero el rendimiento de purificaci
se tiene en cuenta la concentrací













ficación de una proteína
descrita por Olson y col
ón obtenido resultó muy b
ón de a-’sarcina detectada






Obtención del medio de cultivo libre del micelio de
Aspergí/las giganteas MDH 18894
A los trece días de
Aspergí/las qigarítous NIDH
añadió mertíclato (timeros
de 0.01% y/y (a ~nrtír de
en agua destilada). El






el cultivo en medio liquido del
éste se dió por finalizado y se
Merck, a una concentración final
ncentración al 1% p/v preparada
de cultivo se incubo con el
Previamente, se había comprobado si esta concentración de
0.01% y/y de mertiolato era suficiente para inactivar el micelio
de A. giganteas. Para ello, se llevaron a cabo distintos
experimentos en los que alícuotas de medio de cultivo fueron
tratadas con este agente a concentraciones comprendidas entre 1%
p/v y 0.001% p/v.
Las muestras de cultivo
1 hora y 2 horas, tras lo c
malta, comprobándose que,
tratadas durante 1 hora con
prendidas entre 1% p/v y
fueron incubadas durante períodos de
ual se sembraron en placas de agar
al cabo de 3 días, las alícuotas
concentraciones de mertiolato com-
0.01% p/v, no presentaban ningún
crecimiento.
La filtración a través de
ción a 15.000 g, a 4 C durante
sobrenadante transparente de co
restos del medía de cultivo.









Este sobrenadante fue analizado en PAGE’-SDS (fig. 3.27.
pocillos 4 y 5) y en inmunodifusión radial o mancini contra
antisuero anti--a—sarcina (fig. 3.26. A). En el gel de poliacrí
mida puede observarse, entre otras numerosas bandas, la presen
de una banda correspondiente a la a-sarcina, y en el mancíní,
aparición de una reacción específica del medio de cultivo con
ant suero -
3.2.1.2. Cromatografía en resinas de intercambio iónico
Como ha sido referido en el apartado 2.6.1.1., el medio de
cultivo presentó un valor de pH de aproximadamente 7, por tanto,
y debido a que la purificación de la q-sarcína se llevó a cabo
utilizando resinas equilibradas en tampón 0.025 Nl ácido acético
acetato sódico (AcH/AcNa) pH 4.5, se añadió al sobrenadante
obtenido de la centrifugación, ácido acético glacial hasta un
valor de pH próximo o igual al del tampón.
El sobrenadante se cargó en una columna de DE 23 celullose,
equilibrada en tampón 0.025 Nl AcH/AcNa, pH 4.5 y el material
retenido se eluyó con una solución de AcH iNI. Ambas fracciones,
retenida y no retenida en DE 23 celullose, se aplicaron en
inmunodifusión y en PAGE—SOS según se recoge en las figuras 3.26.
E y 3.27. A. Este análisis, permitió comprobar que la a—sarcina
no queda retenida en la columna de DEAE 23 celulosa, mientras que
sí lo hacen otras proteínas del medio de cultivo que presentan
carácter ácido y alto peso molecular (fig. 3.27. A., pocillo 6) y
no reacción con el antisuero contra la a—sarcina (fig. 3.20. 8.
pocillo 6). También puede observarse cómo gran parte del material
coloreado del medio de cultivo del hongo queda retenido en la
matriz (fig 3.27. A. pocillo 6).
El medio de cultivo, tras la cromatografía en DE 23
celullose, fue cargado en una columna de CM 23 celuliose, equili-
brada en el mismo tampón, AcH/AcNa 0.025 NI, pH 4.5. La columna se
eluyó con un gradiente de fuerza iónica, según se describe en el
apartado 2.6.1.3. ‘Tras aplicar el gradiente, el material retenido
en la columna se distribuyó en varias fracciones, como se recoge
en la figura 3.20.
Estas fracciones
inmunodifusión radial
fig. 3.20. y fig. 3.21
riamente en las fraccí
porcentaje de material








en donde se pudo
proteína se distr













fracciones 5 y 6 fueron recogidas conjuntamente y
a una segunda cromatografía en la misma columna y en
condiciones, con el objeto de aumentar el grado de








Hg. 3.20. Cromatografia de intercambio lónico en CM 23 cellulose del medio de cultivo de A. giganteus MDH 18894
del material no retenido en DE 23 cellulose
Este material fue cargado en una columna de CM 23 cellulose, equilibrada en tampón 0.025 M, ph 4.5 y
Que fue eluida con un gradiente de fuerza jónica (apartado 2.6.1.3.) aplicado a partir de la
fracción 43 1. A partir del perfil de e)ucibn de la columna, se recogieron independientemente los
grupos de fracciones denominados como [lJ a [7], que fueron analizados en PAGE—$OS con una
concetracién del 61 p/v de acrilamida en el gel concentrador y del 121 plv en el gel separador
(apartado 2.3./.) cuyo resultado se recoge en el ángulo superior izquierdo. tas •uestras aplicadas en
el gel fueron las siguientes: 1) (00 ul del pico 161, 2> lOO ~l del pico [5) y 3) lOO M1 de una
mezcla de las fracciones que presentaron valores mayores de 0.0. a 280 ni de los picos [21, [31 y
[41. En el gel aparecen indicados los pesos moleculares de las proteínas utilizadas como marcadores
y su movilidad.










1 F - —- O
o 200 250
Fracciones










1 23 4 5
50 100 150
— 194
Fig. 3.21. Análisis por inmunodifusidn radial simple de las fracciones eluidas de CM 23 cellulose con un
gradiente de fuerza iónica
La inmunodifusién, cuyo resultado se recoge en a>, se lleva a cabo en placas de 11 plv de agarosa en
tampón habitual (apartado 2.5.6.1) con un IDI 4v de antisuero contra la restrictocina. En los
pocillos se aplicaron lO pl de diluciones sucesivas, con un factor de dilución 1:2 vfv, de las
distintas fracciones [1] a (7] definidas en la figura 3.20.. tos pocillos correspondientes a cada
fracción aparecen separados por guiones. Como C se señala el pocillo en el que se aplicó una muestra
patrón de o—sarcina, a una concentración de 0.1 mg/ml.
En A) aparece representado coro barras sobre el perfil de D.C. a 280 nm de la columna de CH 23
cellulose (figura 3.20.), el porcentaje de material correactivo con el antisuero detectado en cada
fracción, cosiderando como valor 100% el total del material cuantificada a partir deS) y que ha sido
obtenido por interpelación del diámetro de los halos de precipitación de cada muestra en la recta


























Fig. 3.22. Repurificacidn de los picos [5] y [61 eluidos de CM 23 cellulose, en iguales condiciones
cromatográfícas
£n la columna de CM 23 celulosa equilibrada en tampón 0.025 H AcH/AcHa pH 4.5, se cargó el material
de ambos picos descritos en la.figura 3.20., que contenía la mayor parte del material correactivo
reconocido por un antisuero específico (figura 3.2k>. ¡a cromatografía se desarrollñ segun se
describe en el apartado 2.6.1.3.
FI gradiente de fuerza fónica se aplicó a partir de la fracción 551~ J y las fracciones eluidas se
recogieron en dos grupos denominados picos [II y U). Asimismo, fue recogido un tercer grupo de
fracciones, denominado pico [31,que contenian el material no retenido por la columna.
Figura 3.22.
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Fig. 3.23, Análisis por inmunodifusián radial simple de los picos [11a [31eludios de CM 23 cellulose con un
gradiente de fuerza iónica
La inmunodifusión, cuyo resultado se recoge en 8), se llevó a cabo en placas de 1% ph de agarosa en
tampón habitual (apartado 2<5.6.3) con un 30% y/y de antisuero contra la restríctocina. En los
pocillos se aplicaron 10 ~I a~ diluciones sucesivas, con un factor de dilución 3:2 y/y y por
duplicado, de los picos [II a [3] que han sido definidos en la figura 3.22.. Los pocillos
correspondientes a cada pico aparecen separados por guiones. Como C se señalan los pocillos en los
que se api icé una muestra patrón de a—sarcina, a una concentración de 0.? mg/ml <izquierda) y 0.05
mg/ml (derecha).
En A> aparece representado coro barras sobre el perfil de D.0. a 280 nm de la columna de CH 23
cellulose (figura 3.22.), el porcentaje de material correactivo con el antisuero detectado en cada
pico, cosiderando como valor 3001 el total del material cuantificada a partir de E> y que ha sido
obtenido por interpelación del diámetro de los halos de precipitación de cada muestra en la recta
patrón recogida en la figura 2.8.
Figura 3.23.
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Fig. 3.24. Análisis por inmunodifusión radial de los picos [II y [21 eluidos de CM 23 cellulose can un gradiente
de fuerza iónica
Las muestras fueron aplicadas en placas de aqarosa al II p/v en el tampón habitual (apartado
2.5.41). En los pocillos numerados como 1 y 1’, se aplicaron 1.5 MY y 1 ~g, respectivamente del
pico U] eluido de CM 23 cellulose (figura 3.22.>, en los numerados como 2 y 2, se aplicaron 1.5 ~g
y .5 Mg, respectivamente del pico [1] de la cromatografia referida y, en los pocillos numerados como
3, se aplicaron 50 ul de un antisuero de conejo contra a a—sarcína.
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se representa en la figura
el material retenido se di
rías: una primera fracción
22.5 mS/cm, y una segunda,
de 35.6 mS/cm.
3.22., en donde puede observarse como
stribuye en dos fracciones mayorita-
que eiuye a una fuerza iónica media de
que eluye a una tuerza <ónice media
Ambas fracciones presentaron reacción cruzada con el anti—
suero contra la a—sarcina en inmunodifusión (ver fi9. 3.24.) y
cuando se analizan en PACE—SOS, la segunda fracción presentó una
única banda en gel, correspondiente con el peso molecular de la
a—sarcina, mientras que la primera fracción, además de la banda
de aproximadamente 17.000 de peso molecular, mostró la presencia
de una banda de más bajo peso molecular (ver figura 3.20.).
La cantidad de material reconocido por el antisuero especi-
fico en cada una de las tracciones obtenidas en la repurifica-
ción de la a—sarcina, fue determinada por mancini directo (ver
fig. 3.23.). Así, de los 60 mg de material aplicados en la
columna de CM 23 celullose y reconocido por el antisuero, un
total de 0.035 mg se detectaron en el material no retenido por la
resma, que suponen un 0.04% del total cargado, mientras que el
primer pico, contiene 18.01 mg de material, un 30.03% del total
del material, y el segundo pico contiene 41.92 mg, lo que
representa un 69.92% del total de la proteína, calculado según
la recta partón recogida en la figura 2.8..
3.2.1.3. Filtración en Sephadex G—10
La fracción segunda de CM 23 celullose, fue concentrada bajo
atmósfera de nitrógeno en una célula de ultrafiltración de Amicon
de 450 mí, a través de una membrana YM2, hasta un volumen
inferior a 50 ml y se cargó en una columna de Sephadex G 10,
equilibrada en 0.005 Nl CiNa, que permitió eliminar el exceso de
sales con que eluye la proteína de la resma de intercambio
aniónico. El perfil cromatográfico obtenido se recoge en la
figura 3.25.
Como puede observarse, la protei’na eiuyó de la columna de
Sephadex G—10 en volumen excluido, ya que esta resma presenta un
rango de fraccionamiento para moléculas con un peso molecular
inferior a 700. Debido a la alta concentración de iones acetato,
la muestra eluye con un pH próximo a 4; esta elevada concentra-
ción de iones puede hacer que, durante la liofilización, el pH
de la solución disminuya hasta valores excesivamente ácidos y que
la proteína puede desnaturarse o agregarse. Por tanto, el pH de
la solución se elevé hasta un valor de aproximadamente 6, con la
adición de NaOH.
Según












sido referido en algunos ocasiones
de las muestras de proteínas puede
or lo que, parte de la o—sarcina liofi
agua destilada y se aplicó en PACE-SOS.
la figura 3.27. A, pocillos 3 y 7, y en
a la figura 3.25., la proteína no ve a
o sufre agregación durante este proceso,
cantidades muy elevadas de proteína, del










En ninguna de las ocasiones en que se analizaron las
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Fig. 3.25. Cromatografia de filtración en Sephadex 6—10 del pico [2]eluido de CH 23 cellulose
FI material del pico [21,eluido de CM 23 cellulose durante el proceso de repurificación de la o-
sarcina (figura 3.23.1 y que contenia la mayor cantidad de material reconocido por un antisuero
específico (figura 324.í fue cargado en una columna de Sephade~ G—IO equilibrada en 0.005 Ii MaCI. A
partir del perfil cromatográfico obtenido, se recogieron las fracciones que presentaban 0.0. a 280
nm, denominadas como pico [II, que fue procesado segun ha sido descrito en el apartado 2.6.1.4..
Este material fue analizado en PACE—Sos <ángulo superior izquierdo de la figural con una
concentración de fit plv de acrílamida en el gel concentrador y del 12% pH en el gel separador, en el
~uese aplicaron las siguiente nuestras: pocillo ti IV ~gdel pico ji) y, pocillo 2> IV «q del
liofilizado, resuspendido en agua destilada (ver apartado 2.6.2.4.>. En el gel se indica el peso
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Fig. 3.26. Análisis por imnunodifusión de las fracciones obtenidas durante el proceso de purificación de la a-
sarcina
Al lnmunodifusión radial simple de muestras del medio de cultivo del cultivos diferentes de A.
giganteas MDH 18894. La inmunodifusión se realizó en placas de 1% p/v de agarosa en el tampón
habitual (apartado 2.5.4.l.i con un 10% y/y de antisuero contra la restrictocina. En los pocillos se
aplicaron lO ~lde los medios de cultivo del hongo crecido segun se describe en el apartado 2.2.6.
Los pocillos correspondientes a cada muestra han sido separados por guiones.
8) Inmunodifusión doble en dos dimensiones. La inmunodifusián se realizó en una placa de 1% p¡v de
agarosa en tampón habitual (apartado 2.5.4.?.). El pocillo marcado con un II contiene una muestra de
0--sarcina control, con una concentración de 0.1 mg/mí, los poci líos 2 y 4> contienen una muestras del
pico [2]de la repurif;cación en CM 23 cellulose (figura 3.22.) antes de la croitatografia en Sephadex
0—10, el pocillo 5) contiene una muestra del material cargado en CM 23 cellulose (figura 3.20.), el
pocillo 6) contiene el material eluido de DE 23 cellulose con ácido acético tras la aplicación del
medio de cultivo (ver apartado 2.6.1.2.> y el pocillo 1) contiene una muestra del pico [31,no
retenido en CM 23 cellulose <figura 3.22.1. Fn todos los casos se aplicaron aproximadamente 4 M9 de
proteína. En los pocillos marcado con un 31 se añadieron 50 ~lde antisuero contra la restrictocina.
e
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Fig. 3.27. Análisis en PAGE—SUS de las fracciones obtenidas durante el proceso de purificación de la u—sarcina
Ambos geles contenían una concentración del 6% p/v de acrilamida en el gel concentrador y del 121 en
el gel separador (apartado 2.3.7.1.). En los pocillos del gel A> se aplicaron las siguientes
muestras: pocillo 1) lO ~gdel pico fil de la filtración en Sephadex 6—ID (figura 3.25), pocillos 2 y
6) SOy 40 pg, respectivamente de una muestra de dicho pico [11liofilizada y resuspendida en agua
destilada, pocillos Jy 4) 100 M1 y 125 pl, respectivamente, de una alicuota de un medio de cultivo
de A. giganteus MDH 19984, antes de la purificación de la protefna que fue concentrado aproximada-
mente unas 50 veces, y pocillo 51 lOO ~lde] material eluido de DE 23 cellulose con ácido acético
(ver apartado 2.6.l.2>. Los pocillos del gel E> contienen 10 ~gde a—sarcina (pico [1]de la
filtración en Sephadex G—10) en el pocillo 1, y IV Mg de mitogillina en e) pocillo 2 (apartado
2.l,l.l). En ambos casos, se indican los pesos noiecu>ares de las proteínas utilizadas cono
marcadores y su movilidad.
12
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muestras de la a—sarcina purificada en nuestro laboratorio, se
observó la aparición de agregados de alto peso molecular en
pocillos de los geles de poliacrilamida. Tanto las muestras
mitogillina y de restrictocina, purificadas por Olson y col
y de a--sarcina, según refieren Gassett y col (238), presenta
bandas que se correspondían con la presencia de agregados de
aspergilinas en las soluciones (ver figura 3.27. A, pocillo















fracciones obtenidas en la segunda cromatografía en CM
lose (figura 3.22.), fueron analizadas mediante dos
nmunoelectroforéticos distintos utilizando 2 antisueros
distintos, según se recoge en la figura 3.28.
En la figura 3.28.
lectrotoresis cruzada
contenía material de





nes eluidas de CM 23
vista inmunológico, dif
A, aparece el resultado de la
o ‘Crossed” realizado con una mues
ambas fracciones y un antisuero de
ificada (ver apartado 2.5.5.3.).
la mayor parte del material está
endo distintas bandas de precip
cruzada entre ellas. Este hecho in
ad en el material presente en las











En la figura 3.28. 13, se recoge el resultado del análisis
inmunoelectrofético por la técnica de ‘Rocket” descrita en el
apartado 2.5.5.2., de las dos fracciones separadamente frente a
un antisuero de conejo específicos contra la a-sarcina, obtenido
por Conde y col (200), utilizando como inmunógeno una muestra de
o-sarcina purificada por el grupo de Olson (40).
Ambas fracciones presentan reacción cruzada con
contra la o—sarcína, siendo mayor la cantidad
reactivo presente en la fracción segunda, segun
comprobado previamente por mancini (ver figura 3
aprecíarse la aparición de reacciones cruzadas parc
ambas fracciones, lo que indica la presencia, en
fracción de material rio presente en la segunda, tal
sido comprobado previamente en PACE—SOS (ver figura
corno una pequeña proporción de material de carácter n
aparecen especialmente en la fracción prime


























trabajo experimental de esta tesis, ambas protel—
utilizadas como toxinas de referencia en la





Fig. 3.28. Análisis por inmunoelectroforesis de los picos [IIy [21eluidos de CM 23 cellulase durante la
repurificación de la a—sarcina
A> Inmunoelectroforesis cruzada o ‘Crosed~ de una muestra de 30 uI del material de los picos [II y
[21eluidos de CM 23 cellulose, segun se recoge en la figura 3.22. (aproximadamente 4 j¡g de
proteína). Las placas utilizadas contenian un II p/v de aguosa en tampón Tris—glicocola (apartado
2.5.5.3.) con un 41 4v de antisuero de conejo contra la a—sarcina obtenido por Conde y col (200).
8> Inmunoelectroforesis o •Rocket~ en placas de 1% p/v de agarosa en tampón habitual (apartado
2.5.5.2) con un 4% y/y de antisuero contra la o—sarcina purificada segun ha sido descrito en esta
tesis y obtenido como se describe en el apartado 2.5.1.2. En el pocillo marcado como 1) se aplicaron
4 ~gdel pico [11y enel señalado como 2)4 ~gdel pico [21.
ints,
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modelos experimentales, tales como la inhibición de síntesis de
proteínas en sistemas libres de células, su actividad citotó-
xíca, inmunogenicidad, aclaraníiento en sangre o biodistribución
en tejidos. También ha sido comparada la actividad de los
conjugados realizados entre el anticuerpo monoclonal frlBr 1 y las
toxinas cadena A de la ricina y restrictocina.
3.2.2.1. Cromatografía en Sepharose CL-48 activada con HCl
En el primer paso de purificación de
la actividad lectínica de la cadena 9,
con los residuos de galactosa de las matr
que presenta una elevada afinidad (413
ácidos fuertes, como el ácido clorhídri
tipo, da lugar a la hidrólisis de gran
manera que la matriz expone mayor número
tosa, permitiendo, de esta forma, que el
cación de ricina, en estas condiciones,
la ricina se aprovecha
capaz de interaccionar
ices de agarosa, por los
). El tratamiento con
co, de resinas de este
número de uniones, de
de residuos de gaiac-
rendimiento de purifi—
sea mucho mayor (431).
Por tanto, a partir del extracto de semillas de Rícinus
comrnunis L. , precipitado con sulfato amónico al 80 % y resuspen—
dido en volumen mínimo, según se describe en el apartado
2.6.2.1., se procedió a cargar parte de la muestra en una columna
de Sepharose CL-42, tratada previamente con ácido. El material
que interacciona con la columna fue eluido con una solución 0.020
Ni lactosa, en el tampón de equilibrado que fue 0.01 Ni Tris HCi,
pH 8.3, (ver apartado 2.6.2.2.) El perfil cromatográfico obtenido
en la columna se recoge en la figura 3.29.
3.3.2.2. Filtración en Sephadex G-100
El material eluido de Sepharose CL—46 tratada con ácido, se
cargó en una columna de Sephadex 0—100, equilibrada en tampón
0.01 Ni Tris—HCi pH 8.2, 0.02 M lactosa, con 0.01% de azida sádica
p/v. A partir del perfil cromatográfico, que se recoge en la
figura 3.30., se definieron dos fracciones que, cuando fueron
analizadas en PAGE--SOS, mostraron bandas que se correspondían con
las dos toxinas descritas en el extracto de R. communis (59,67,
74,75). La fracción segunda o 2, presentaba una banda mayoritaria
de peso molecular similar al descrito para la ricina (figura
3.31., pocillo 2), junto con otras bandas que indicaban la
presencia de material redu¿ido durante el proceso de purifica-
ción, y una banda de alto peso molecular que corresponde con
material incapaz de penetrar en el gel y que representaba una




recogen en la figura
la fracción 36 a 39,
mente con la ricina.
eluida de la columna de Sephadex 0—100 que
(fracciones 25 a .39), fueron analizadas en
resultados de estas inmunodifusiones se
3.31., en donde se observa que sólo desde
presentan material que reacciona compieta—
Para aumentar el grado de pureza de
material obtenido en el segundo pico de Sephade
nuevamente a través de la columna en las mismas
perfiles cromatográficos obtenidos en estas
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esta muestra,







Fiq. 3.29. Croeataqrafia de afinidad en Sepharose CL—46 activada con HCI de? extracto de Riciaus coauuais t.
precipitado con sulfato amónico
El extracto de Ricinus coseunis L. (apartado 2.6.2.1.1 fue cargado en una columna de Sepharose CL—42
activada con MCI equilibrada en tampón 0.010 14 Tris—MCI (apartado 2.5.2.2.). FI material retenido en
la columna fue eluido con 0.020 14 lactosa disuelta en el tampón de equilibrado ( 1 1 y las fracciones
















Hg. 3.30. Cromatografia de filtración en Sephadex G—IOO del pico [11eluido de Sepharose CI..-48 con lactosa
El pico [tiobtenido en la elucifln de la columna de Sepharose CL-~E con lactosa <figura 3.29.) fue
procesado segun se describe en el apartado 2.6.2.2. y aplicado en una columna de Sephadex G—100
equilibrada en tampón 0.010 14 Tris—MCI, pH 8.2, 0.02 14 lactosa (apartado 2.6.2.3.). El perfil
crocatográfico obtenido permitió definir dos grupos de fracciones o picos, denoninados (II [21,
Una muestra de 20 pg del pico [2]fue analizada en PAGE-SOS (ángulo superior derecho> con una
concentración de acrilamida del 5% ph en el gel concentrador y del 10% p/v en el gel separador
(apartado 2.7.3.1.>, coaprobandose ni que este pico contenia, mayoritariamente, la ricina. En el gel

























Fig. 3.31. Análisis por inmunodifusién doble de las fracciones eluidas en la filtración en Sephadex G—100 del
material previamente eluido con lactosa de Sepharose CL—48
La inmunodifusión se realizó en placas de 1% p/v de agarosa con un 0.5% de Tritón 1—100, en el tampón
habitual (apartado 2.5.4.1.>. Los pocillos marcados en la fotografia con un 1) contienen 1 ~gde una
muestra patrón de ricina, los marcados con un 2) contiene 50 M1 de antisuero de conejo contra la
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Fig. 3.32. Refiltración de los picos [II y [21obtenidos en la filtración en Sephadex G—lOO
Los picos [1]y [21de la filtración en Sephadex G—lOO del material eluido con lactosa de Sepharose
CL—46 (figura 3.30.> fueron sometidos, independientemente, a una segunda filtración en la columna de
Sephadex equilibrada en el mismo tampón y desarrollada en iguales condiciones ¡apartado 2.5.2.3.).
En A) aparece el perfil croutatográfico de la refiltración del pico [II,donde se encuentra la
aglutinina (ver figura 3,33. A, pocillos 3 y 4), mientras que en 8) se recoge la refiltración del
pico [21,que contiene la rícina (ver gel de la figura 3.30). Con los nduteros [11y [2],se señalan
en las figuras, las fracciones que fueron recogidas de cada filtración.
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Fig. 3.33. Análisis en PAGE—SDS de las fracciones obtenidas durante el proceso de purificación de la ricina
Ambos geles contenían una concentración del 51 ph de acriutalída en el gel concentrador y del $01 ph
en el gel separador (apartado 2.3.1.1.>. En los pocillos del gel A) se aplicaron las siguientes
muestras: pocillos 1 y 2) 7 pg y 10 M9, respectivamente, de una muestra de ricina (perteneciente al
pico [2]de la refiltración en Sephadex G—IO0, figura 3.32. B.l y en los pocillos 3 y 4>1 y IV M9~
respectivamente del pico [1]de la primera refiltración en Sephadex 9—lOO <figura 3.32. A.).
En los pocillos del gel BIse aplicaron las siguientes muestras: en el pocillo 1>25 ~g de ricina
(pico [1]de la segunda refiltración en Sephadex 9—100, figura 3.32. 8.) y en el pocillo 2)20 ~gdel
mismo material , tras la reducción con 2—8—mercaptoetanol <apartado 2.6.2.4.)









y el análisis de las fracciones enrecogen
PAGE—SOS
en la figura 3.32.,
en la figura 3.33. A.
En el gel (figura 3.33. A> se puede observar, como la
muestra obtenida de ricina, aparece altamente purificada (pocillo
1), distribuyendose como una única banda de peso molecular
superior a 58.000. Cuando la proteina fue reducida en oresencía
de una concentración de 40 pM 2—13--mercaptoetanol, se pudieron
apreciar dos bandas de pesos moleculares muy parecidos (figura
3.33. B, pocillo 2).








briodina fue purificada a partir de un extracto acuoso de
ces de Bryonia dio ¡ca Jacq. , según el método descrito por
y col (52). Brevemente, el extracto fue precipitado con
amónico, resuspendTdo, dializado contra tampón PBS y
en una columna de CM—celulosa East Elow que fue eluida
gradiente de fuerza iónica, segun se recoge en el
El perfil cromatográfico
Flow, queda recogido en la figu
PACE—SOS, en presencia de urea 6
obtenido en CM—Celullose Fast
ra 3.34. junto con el análisis en
Ni, del material obtenido.
Como puede observarse (figura 3.34., pocillo 1), el material
eluido de la columna se distrubuye de forma homogénea en un pico,
de 30.000 de peso molecular, que se corresponde con la proteína
purificada por el grupo de Stirpe (52), que eluye con una fuerza
iónica media de 10.5 mS/cm.
Paralelamente
briodina, se reali
las hojas y de los
igual forma que el
los 3 extractos fue

















frutos de la planta,
extracto de raices.
anal izado comparativ
SM, según se recoge






de purificación de la
condiciones similares, de
que fueron procesados de
El material presente en
amente en electroforesis
en la figura 3.35.
licó ura muestra del extracto de hojas
donde se puede observar una banda de
la briodina. Esta proteína se corres—
ominada briodina-L, caracterizada por
enes la consideran como una isoenzima de
as raices de la planta, y recalificada
La pro
fía sido pur
br idi of i na,
determi nado




teína mayoritaria observada en los frutos <pocillo 4)
ificada e identificada como una proteína denominada
que presenta un peso molecular de 65709 ± 2358,
en PACE—SOS en presencia de urea 6 Ni (452). La
resulta altamente tóxica en ratones, en donde presenta
LOso de 8.8 mg/kg (con un grado de confianza del 95%
y 11.5) de ratón a las 3 horas de la inyección,
por el método de Lison (449).
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Fig. 3.34. Cromatografia de afinidad en CM—Sepharose Fast—fla~ del extracto de las raices de Bryonia dioica
,Jacq., precipitado con sulfato amónico
El extracto, procesado como se describe en el apartado 2.5.2.1., fue cargado en una columna de CH—
Sepharose Fast—FIow, equilibrada en tampón 0.OOS 14 fosfato sódico, pH 6.6 (apartado 2.6.2.2.). La
columna se eluyd con un gradiente de fuerza iónica entre O y 0.2 14 MaCI en el tampón de equilibrado,
aplicado a partir de la fracción 55 ( >, recogiendose las fracciones de los picos denominados [U y
[21.
El material de ambos picos fue analizado en PAGE—SDS, en presencia de urea con una concentración del
51 ph en el gel concentrador y del 101 en el gel separador <apartado 2,3.1.1.). En los pocillos se
aplicaron IDO ~lde cada uno de los picos. En el gel (ángulo superior izquierdo de la figura> se
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Fig. 3.35. Análisis en PAGE—SOS de muestras de los extractos de raices
bridiofina, purificada a partir de los frutos de la planta
Las muestras fueron analizadas en PAGE—SOS, en presencia de
acrilamida en el gel concentrador y de un 10% ph en el gel
muestras fue el siguiente: pocillo 1>36 pg de bridiofina,
raices y del extracto de aojas, respectivamente. Un el
proteinas uti izadas co~o marcadores y su movilidad.
y hojas de firjonis diales Jacq, y de la
urea (apartado 2.3.1.1.> con un 5% p/v de
separador. El orden de aplicación de las
y pocillos 2 y 3>25 Mg del extracto de
gel se indica en peso molecular de tas
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Fig. 3.36. Análisis en PAGE—SDS de las toxinas utilizadas
Las muestras fueron aplicadas en geles de poliacrilamida Pñastgel, con un 20% p/v de acrilamida,
utilizando un sistema microprocesador automático Phastsystem (apartado 2.3.7.3.). En el gel A) se
aplicaron las siguientes muestras: pocillo 1)3 ~gde restrictocina, pocillo 2)2 »g de briodina,
pocillo 3> 2 M9 de ricina y pocillo 4)3 ~gde 0—sarcina. En el gel 8) se aplicaron ~MB de las
siguientes proteinas: pocillo 1) gelonina, pocillo 2> proteína antiviral de Phytolacca americana
<PAF), pocillo 3) cadena A de la ricina (RCA) y pocillo 4) 0—sarcina. Las muestras de a-sarcina,
ricina y briodina han sido purificadas segun se describe en los apartados 3.2.1. a 3.2.3. y las demas
proteinas han sido obtenidas según se describe en los apartado 2.1.1.!. y 2.1.1.2.. En los geles se




distintas3.2.4. Análisis comparativo por PACE-SOS de las
toxinas












.36. se recoge el resultado de la electrofore—
de las distintas toxinas utilizadas. En el gel
se observan las bandas correspondientes a la
la briodina (2), la cadena A de la ricina (3)
4). En el gel denominado como 3, aparecen la
PAl’ (2), junto con la cadena A de la rícina (3)
(4). Una muestra de la mítogillina utilizada
cillo 1 de la figura 3.27. 5. Otros datos sobre
las muestras de las toxinas uti izadas quedan
as figuras 3.62. a 3.65., que corresponden con el
material obtenido durante la conjugación de las
stintos anticuerpos monoclonales.
Todas las muestras presentan una única banda correspondi
con los pesos moleculares conocidos para cada una de las toxi
excepto la cadena A de la ricina en la que puede observarse
presencia de una pequeña contaminación con la cadena E (pocil





3.3. Actividad de las toxinas
3.3.1. Actividad de las toxinas en inhibición de síntesis de
proteínas
3.3.1.1. Inhibición de síntesis de proteínas en sistemas libres
de células
Los estudios sobre la actividad de las toxinas en
de síntesis de proteínas se realizaron en un lisado de
citos de conejo, según se describe en el apartado 2.1
todos los casos, las concentraciones de proteina
estuvieron comprendidas entre 406 Ni y 10-E? Ni
concentraciones que permite obtener niveles de inhi
síntesis de proteinas superiores al 75%.
Las curvas de inhibición obtenidas para la
mitogillina quedan recogidas en la figura 3.37.,
curva de la briodina, y la de la restrictocina,
3.35. Como puede observarse, con las mayores
ensayadas (40~ Ni) las cuatro toxinas presentan




















las gráficas se determinó, para cada una de las
or de tOso o concentración de proteína necesaria
50% de la síntesis, cuyo resultado se recoge en
Las tres aspergilinas utilizadas, presentaron un
nhibición similar, siendo la mitogillina la que ha
igeramente más tóxica (ICsoz 10.0 x 10~ Ni frente a




valor de liC50 ha
de la actividad














Hg. 3.31. Curvas de inhibición de síntesis de proteínas en ligado de reticulocitos de conejo de distintas
toxinas
En le gráfica se representan las curvas de inhibición de síntesis de proteínas en liudo de
reticulocitos de conejo de las toxinas a—sarcina, mitoqillina y briodina, expresadas coto porcentaje
de inhibición de la síntesis con respecto al control, para las distintas concentraciones de proteína
ensayadas hoy 14), según el procedimiento descrito en el apartado 2.10.1.1. Coro control de la
síntesis de proteínas se consideró el número de cuentas por minuto obtenido cuando el experimento se
realiza en ausencia de muestras de toxina.
Tabla 3.1. Inhibición de la síntesis de proteínas en lisado de reticulocitos de conejo de las toxinas
En la tabla se recogen los valores de [Csa,o concentración de proteína capaz de inhibir el 501 de
la síntesis de proteínas en un lisado de reticulocitos de conejo, según se describe en el apartado
2.10.1.1. Estos valores han sido obtenido a partir de las curvas de inhibición, de las que son un
ejemplo las recogidas en las figuras 3.31. a 3.39. Las toxinas han sido agrupadas atendiendo a su
origen y, en cada caso, se indica el número de veces que el experimento ha sido realizado para cada
una de ellas.
Figura 3.37.
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considerado como un término adecuado para 1 levar a
estimación. flor otro lado, en los experimentos rea
siempre se alcanzó un nivel de inhibición compí
sintesis de proteínas, aun cuando se utilizaron
similares para todas las muestras por lo que en estos






La mayoria de las toxinas presentaron una actividad
similar, con IC5o comprendidos en el rango de concentraciones
10M M. Sólo la PAR, presentó una actividad mayor con un fCso
4.40 x 1012 Ni. Como ha sido referido en la introducción de e
tesis, las toxinas vegetales compuestas por una sola cadena,
sido comparadas con la cadena A de las holotoxinas o toxi
completas, ya que ambas presentan una actividad similar. En e
caso, los valores de ICso de la ricina y de su cadena A
similares a los obtenidos para la briodina y a gelonn
compuestas por una única cadena polipeptidica, hecho Que confi
















Estos resultados estan en concordancia con los datos que se
conocen sobre la actividad de las toxinas estudiadas, que actuan
sobre una región especifica del ARNr 288 de los ribosomas
eucariótícos (43-47). Según ha sido demostrado por distintos
autores, la actividad N—glicosidasa de la ricína, la briodina, la
gelonina y la PAF (44,54,65,105) y la actividad fosfodiesterasa
atribuida a las aspergilinas (45), presentar una cinética de
reacción bastante similar, inactivando un número de ribosomas
equivalentes a concentraciones similares (21).
No obstante, como será referido más adelante
de las toxinas con el Cibacron Blue, permitió el
de algunas de estas muestras, y la obtención de
res más activas en inhibición de síntesis de
hecho induce a pensar que, aun cuando el sitio y
actuación sean similares, la interacción con el
















otro lado, estos experimentos han sido realizados con
de o--sarcina purificadas en nuestro laboratorio, por
os resultados demuestran que el método de purificación
punto en este trabajo, permite obtener una proteína
capaz de inhibir la síntesis de oroteinas en un
re de células a concentraciones similares a las otras
linas purificadas por Olson, y que han sido utilizadas
(40)
Modificación de la actividad de las aspergilinas tras
su reacción con SPDP
Las aspergilínas son proteínas que contienen 4 cisternas en
su cadena polípeptídica <193—196). Estas cisternas dan origen a
dos puentes disulfuro. que confieren a la molécula una estructura
de doble lazo. La ausencia de cisteinas libres que puedan ser
utí 1 izadas en la con.íugación con los anticuerpos monoclonales,
hace que sea necesario someter a estas orOte~nas a reaccion
quimica con agentes bifuncionales que introduzcan grupos —StA
Ji Ores 133) -
Figura &35.




-12 -11,5 -11 -10,5 -10 -9,5 -9
















Fig. 3.35. Curvas de inhibición de síntesis de proteínas en sietes libre de células de las distintas fracciones
obtenidas en la reacción de la restrictocina con SPDP
En las gráficas se representa las curvas de inhibicón de síntesis de proteínas de las muestras de
restrictocina, restrictocina—POP y restrictocina—SH, como porcentaje de inhibición con respecto al
control de síntesis a las distintas concentraciones ensayadas. Como contra! positivo de síntesis se
consideró el número de cuentas por minuto incorporadas a proteínas en un experimento cuando el
experimento se realizó en ausencia de toxina. ta obtención de cada una de las muestras asi como su
definición quedan recogidos en el apartado 2.7.
fabla 3.2. Inhibición de síntesis de proteína en sietes libre de células de las diatintas fracciones obtenidas
en la reacción de la restrictocina con SPOP
En la tabla se recogen los valores de [Cii,en concentración pico molar (MxlO’’>, para las muestras
de restrictocina, restrictocina—POP y restrictacina—SH. Estos valores se obtienen por interpolación
en las curvas dosis—respuesta de inhibición de síntesis de proteinas de la figura 3.18. Como
porcentaje de actividad se entiende el tanto por ciento de actividad resanente de cada una de las















25 - -O- Alta sarciria
-9-- Alta aarclria-PDP
- Alta sarclna-5H
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o—sarci na—POP 450.0 ¡7.4
o—sarcina--Sh 490.0 74.2
Hg. 3.39. curvas de inhibición de síntesis de proteinas en sistema libre de células de las distintas fracciones
obtenidas en la reacción de la a—sarcina con SeDe
En las gráficas se representa las curvas de inhibición de sintesís de proteinas de las muestras de n-
sarcina, o—sarcina-POP y o—sarcína—SH, como porcentaje de inhibición con respecto al control de
síntesis a las distintas concentraciones ensayadas. Como control positivo de sintesis se consideró el
número de cuentas por minuto incorporadas a proteinas en un experimento cuando el experimento se
realizó en ausencia de toxina, La obtención de cada una de las muestras asi como su definición Quedan
recogidos en el apartado 2.7,
rabIa 3.3. Inhibición de síntesis de proteínas en sistema libre de células de las distintas fracciones obtenidas
en la reacción de la a—sarcina con SPDP
En la tabla se recogen los valores de lCu, en concentración pico solar l~l0~> ), para las muestras
de 0—sarcina, o—sarcrna-P§P y o-sarcín¿—SH. Estos valores se obtienen por interpolación en las curvas
dosis-respuesta de inhibición de síntesis de proteínas de la figura 5,39. Coso porcentaje de
actividad se entiende el tanto por ciento de actividad remanente de cada una de las muestras,
considerando 1001 de actividad la concentración de la a-sarcína con la que se alcanza el ICia -
219 -
Este reaccí ón con agentes como el SPOP ( 3
(336 1 , puede í r acompasada de una reducción de
las proteinas; o de una alteración de su estructu
verificar este hecho, se estudió comparativamente
inhibición de síntesis de proteínas en sistema 1
de las siguientes muestras: 1) aspergí mas n
muestra de la especie molecular obtenida tras 1
SPDP, denominada aspergilina-POP, y .3) una
aspergilina—PUP tras la reducción con ditiotrel
aspergilina—SH o aspergílina activada. Por otro
muestras fueron analizadas en PAOE—SDS, en condic
y no reductoreas con el fin de comprobar si la





















figuras 3.38. y 3.39., se recogen las curvas de
síntesis de proteínas obtenidas para las distintas
strictocina (fig 3,38.) y de a—sarcina (fig 3.39.).
TC5o obtenidos por interpolación lineal en dichas
da muestra quedan recogidos en la tabla 3.2. para
na y en la tabla 3.3. para la a-sarcina, así como
de actividad remanente, considerando como 100% de
valor de ICso de las muestras de aspegilina nativa.
Como puede observarse,
ictocina tras la reacción
rí or redoro í ón se estima
en un 1 1 - /% para la restr
c---sarc í na-POP fue
25.5%. Las pérdi

























en un (3.9% pa
ctoc 1 na-SH,
% y para la
dad descritas
en el caso de la
y de un 37% en
considerarse que
na y en menor grad
muy elevados tras
cualquier caso, par




utilizadas en la reacción.
de actividad de la
tríctocina—PDP) y su
ra la restrictocina—












de toxina y de
El análisis en PACE—SUS de las fracciones de restríctocína
antes y despu4s de la reacción con SPDP, se recoge en la figura
3.40. A. En los pocillos 1 y 2, fueron aplicadas dos cantidades
distintas de restrictocina nativa. Como puede observarse en el
pocillo 2, la muestra una banda de peso molecular superior a
30.000, que corresponde aproximadamente un 10% de la proteina
agregada, según ha sido estimado por densitometria.
En el pocillo 3 se aplicó una muestra de restrictocina-POP
que presentó una movilidad similar a la restrictocina nativa. Por
tanto, como puede comprobarse la movilidad de la proteína no se
ve afectada con la incorporación de los grupos PDP, a su
moléculas. Esto resultado fueron corroborados posteriormente en
los geles de noliacrilamida en los que se estudiaron las
fracciones obtenidas de la conjugación y purJicación de las















Fig, 3.40. Análisis en PAGE—S0S de las fracciones obtenidas tras la reacción de la restrictocina con SPOP y
tras la reducción de los grupos PDP incorporados a la toxina
A) La electroforesis se llevó a cabo en un gel de poliacriiaarida en gradiente de entre un 51 ~h y un
151 p/v de acrilamida (apartado 2.3.7.1.1. Las muestras aplicadas fueron las siguientes: pocillos 1 y
2). 5 ug y 10 pg respectivamente, de restrictocina, pocillo 3). 3 ug de restrictocina—PDP, o
restrictocina unida a los grupos PDP (apartado 2.7.1.1.
6) La electroforesis se llevó a cabo en un gel en gradiente de entre 101 p/v y 151 p/v de acrimalida
con SOS y en condiciones reductoras (A, pocillos 1 y 2) y no reductoras (6, pocillos 1’ y 21. Las
muestras aplicadas fueron las siguientes: pocillos 1 y 1’). 2.5 pg de restrictocina-SH o
restrictocina reducida con ditiotreitol tras la reacción con SPDP (apartado 2.7.2.) y pocillos 2 y
21. 10 MQ del material de la mezcla de conjugación entre el anticuerpo MBr 1 y la restrictocina,
antes de la filtración en Ultragel AcÁ 44 (apartado 2.1.5.1.1.























modificaciones en su peso molecular, según se recogen en la
figura 3.40. 13. En este caso, si la electroforesis se realiza en
condiciones no reductoras (pocillos 1’ y 2’), puede observarse en
determinada ocasiones la aparición de agregados característicos
de 2 o mas moléculas de proteína. Esta agre9ación de restricto—
cína-SH, puede ser debida a la alta reactividad que presentan los
grupos 51-1 libres y que inducen a la formación de homoagregados
que desaparecen con la adición de agentes reductores. Un fenómeno
similar puede observarse en las moléculas de anticuerpo monoclo—












los pocillos denominados 2 y 2’ de la mi
las muestras de la mezcla de conjuqaci
ma, antes de la purificación de los
tica más destacable de la comparación
lizados en condiciones reductoras y no
de la banda correspondiente a la restr
2’, en condiciones no reductoras, la
con la fracción de proteína que no
monoclonal MBr 1, mientras que en el
reductoras, la banda de proteína se
sma figura, se










Puede observarse, así mismo, como mientras
MAr 1-restrictocina no es capáz de entrar en e
debido a su elevado peso molecular (pocillo
sometido a reducción aparecen tres bandas
corresponden con las cadenas pesadas (aproxi
peso molecular y ligeras (aproximadamente 25.
lar) de las moléculas de inmunoglobulina que





en el gel que se
madamente 50.000 de
000 de peso molecu—
componen la molécula
madamente 17.000 de
3.3.2. Actividad citotoxica de las toxinas en distintas lineas
celulares en cultivo
La actividad citotóxica de las toxinas, de
de las inmunotoxinas ha sido estudiada en 1
tumorales de origen humano en cultivo. Para el
punto dos métodos distintos: 1) valoración de la
síntesis de proteínas tras la incubación de las 1
en cultivo, determinada como porcentaje de
prolína tritiada (L—(¾-l>—Pro) a las células
2.10.2.3.1.) y 2) valoración de la inhibición de
de las células incubadas durante distintos períodos
las toxinas (ver apartado 2.10.2.3.2.).
sus derivados y
meas celulares







Ambos métodos permitieron evaluar el efecto de las toxinas a
partir del crecimiento de las células que no se ven afectadas
durante el tratamiento. En el primer método, la incorporación de
leucina tritiada está en función del número de células que
permanecen metabélicamente activas y que son capaces de sinteti-
zar proteínas de novo en períodos de tiempo cortos, mientras que
en el segundo método se determina la capacidad de proliferación
de las células supervivientes.
En la evaluación de los resultados obtenidos con el primer
- 222
método o valoración de la inhibición de sintesis de proteinas, la
posibilidad de un
afecta a la sinte
muerte celular o









sís de proteínas sin llegar
as posibles modificaciones
aca, pueden interfererir
rpretación. Por este moti
segundo método o de inhíbi
n los que se valoró la actí
podrían ser considerados
aluar la actividad de las
que los efectos secundan
una indicencia menor (370).
y reversible, que
a causar la muerte
de la adherencia de
en los resultados y
yo, los experimentos
ción de la prolifera—
vidad de la toxina a
como un método más
toxinas y de sus
os derivados de su
3.3.2.1. Características de las lineas celulares
La actividad citotóxica de las proteínas ha si
en líneas celulares tumorales en cultivo, así como
celulares normales utilizadas como control. En cas
experimentos se han utilizado líneas celulares
carcinomas y de melanomas humanos que crecen adheri






























pas y por ello es importante escoger las
cultivo, para realizar cualquier tipo de
los problemas más importantes al trabajar con
anticuerpos monoclonales dirigidos contra las
que basan su capacidad de interacción con la
r en la afinidad por las moléculas de membrana
sido sintetizados, es comprobar que no existe
micoplasma en las lineas celulares, ya que esta
a cuantitativa y cualitativamente las moléculas
la membrana celular: por esta razón, las lineas
de ser periódicamente analizadas al microscópio
que están libres de micoplasma, queelectrónico para comprobar
pudiera interferir en; los resultados obtenidos.
Las lineas celulares utilizadas han sido los siguientes
carcinomas humanos de origen epidérmico: el carcinoma mamario MCE
1, el carcinoma de colon HT—29, los carcinomas ováricos SW626 y
OvCa 432, el carcinoma epidermóide vulvar A431 y los melanomas
MeWo, 1-41—144 y MALME—3M. Algunas de las características morfoló-
picas y de cultivo quedan recogidas en los apartados 2.1.3. y
2.9. y en la tabla 2.2.
Para todas ellas, se ha dispuesto de uno o más anti
monoclonales que presentan reactividad con antígenos exp
en la membrana de las células. La denominación de
anticuerpos, así como la línea celular que reconocen







3.3.2.2. Inhibición de síntesis de proteínas
3.3.2.2.1. Citotoxicidad de las aspergilinas
Los resultados obtenidos en la inhibición de sintesis de
proteinas en las distintas lineas celulares en cultivo se recogen
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Fiq. 3.41. Curvas de inhibición de síntesis da proteínas en líneas celulares en cultivo
En a figura se representan las curvas de in~ibíción de síntesis de proteinas obtenidas en OvCa 432,
$eWo, S~ 825 y HJ-23, para la rícina i-ú>,ia a-sarcína l*JAa mítoqsllina 1*4 y la briodina ¡a), según
el método de incorporación de leucina tntiada a los cultTvos celulares, tras el tratamiento con
distintas concentraciones de toxinas. Las concentraciones utí litadas se representan en base
logarítmica, como log ~. Como control de síntesis de oroteinas se considera eí número de cuentas por












Mg. 3.42. Inhibición de síntesis de proteínas en lineas celulares en cultivo
A) Curvas de inhibición de síntesis de proteínas en la línea celular !<cF 7, para las toxinas ricina
(‘4, o—sarcína (-*1, mitogillina (*1 y briodína (nl.
8> Curvas de inhibición de síntesis de proteínas en la línea celular CF 7, obtenidas para las
toxinas rícina (-v4, RCA Col y restríctocína Ix).
En ambas gráficas se representan los porcentajes de inhibición de síntesis de proteínas para las
distintas concentraciones de toxinas utilizadas, valorados como incorporación de leucina tritiada al
cultivo. Como valor lCOi de síntesis de proteínas se consideró el total de cuentas incorporadas por
un número de células equivalentes, no sometidas a la acción de las toxinas. Ea concentración de
totina utilizada se refiere como loq 1<.
Cl En la figura se representa, a modo de barras, el valor de ICía, como concentración molar de
oroteinas, obtenido para la rícína, RU y restríctocina sobre las líneas celulares especificadas.
%stos valores han sido obtenidos a partir de las curvas dosis—respuesta de cada una de las toxinas
sobre cada una de las lineas celulares.
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de JCso , en concentración molar,
ción de proteína capaz de inhi
en un 50%, considerando el 1
el número de cuentas por minuto















Los valores de 1050 han sido obten
las curvas de inhibición de síntesis de
las figuras 3.41. y 3.42. A y ¡3, en


















Así , según puede observarse en la tabla 3.4.,
obtenidos para la o—sarcina presentó val
idos entre 3.1 x 10-8 M en HT—29 y 0.1
para la mitogillina oscilan entre 5.8 y 10
10-6 M para A431, mientras que los valores
ictocina se situan entre 6.5 x 10-6 M para
M en MeWo, en los primeros experimentos.
todos los valores, excepto el obten
sobre A 431, oscilan dentro de un orden










3.3.2.2.2. Ci totox i ci dad
las distintas
de las toxinas de origen
líneas celulares
vegetal en
Los valores de citotoxicidad obtenidos para la demás toxinas
quedan recogidos en la tabla 3.5.
La toxina que se presentó mas
celulares en cultivo fue la ricina,
valores de 13050 entre 0.29 y 1W12
sensible a la acción de la toxina y
línea más resistente. La ricina res
veces mas activa sobre las líneas ce
PAP, entre 4.500.000 y 3.000 que
17.000 y 4.000 veces más activa que
activa sobre las 1
para la que se obtuv
Nl en MCE 1, la linea
87 x 10<~ Nl en MeWo,
ultó entre 1.500.000 y 3




encuentran entre un iCso
MCF 7 y de 0.34 x 106 Nl
















A de la rícina, se
en la linea celular
ltó entre 3 y 60 veces
por una sola cadena









Aunque de estos resultados puede deducirse que la cadena A
la ricina es más activa que las toxinas de una sola cadena,
que tener en cuenta que la purificación de esta cadena a
de la molécula completa de ricina presenta, desde el punto
a técnico, una gran dificultad (2?), por lo que esta mayor
icidad puede ser debida a contaminación de la cadena A con
13 o a una la presencia en la muestra de una pequeña












línea a—sarcina mitogillina restrictocina
celular
MCE 7 1.30 1.20 1.30
HT—29 3.10 5.80 5.00
SW 626 0.11 miO 6.50
OvCa 432 0.30 3.30 3.60
MeWo 0.24 1.60 0.90
A 431 1.50 0.045
Tabla 3.5.
1C5 o 1C5 O
(Mxloi2 ) ($1x106
línea
celular ricina RCA briodina PAP
MCE 7 0.29 0.044 0.37 1.10
HT-29 20.00 0.13 4.90
3W 626 5.50 0.055 1.40
OvCa 432 0.65 0.065 2.80 0.60
MeWo ev.oo 0.340 3.30
A 431 17.00 0.070 0.26
aÚnas 3.4. y 3.5. Valoración de la actividad citotóxica de las toxinas, detereinada coso inhibición de la
síntesis de proteínas, sobre las distintas lineas celulares tumorales humanas en cultivo
En las tablas se recogen los valores de 1cm, o concentración de proteína capaz de inhibir
hasta un 50t la síntesis de proteínas, obtenidos para cada una de las toxinas utilizadas en
esta tesis sobre las distintas líneas celulares (apartado 2.1O.2.3.f.J. Estos valores han
sido obtenidos por interpolación en las curvas dosis respuesta de inhibición de síntesis
(ver figuras 3,41. y 3.42.).
En la tabla 3.4. aparecen los resultados obtenidos para las aspergilinas, expresados en
concentración micromolar (NxlO-’j. En la tabla 3.5. se recogen los valores de ¡Ci. obtenidos
para el resto de las toxinas, expresados en concentración picorolar (MxlO’2 1 en el caso de
la ricina y en concentración micromolar (MxlO’’) para las demas toxinas compuestas por una
sola cadena polipeptidica. En ambas tablas, la ausencia de valor en la posición correspon-










res de JCso obtenidos para la briodina, oscilaron
í0~ Nl en MCE 7 y 4.9 y I0~ Nl en OvCa 432, esta
sido ensayada sobre A 431. Por último, la PAP, que
stada en tres de las lineas celulares, resulté
más toxíca que la briodina en MeWo. Ambas toxinas
veles de citotoxicidad similares a los obtenidos para
irías.
Cuando se



























(ver tabla 3.1.> con los
las 3.4. y 3.6.), puede
cadena son entre 100 y
as. Estos resultados con
la proteínas compuestas
de su capacidad para









de una cadena 8
y facilita su
al interior del citoplasma (26).
La única toxina que mantiene niveles de toxicidad similares
en ambos experimentos es la ricina, compuesta por dos cadenas
polipeptídica y que presenta receptores en la superficie celular
reconocidos por su cadena ¡3 (141,142). Las curvas de citotoxici--
dad, quedan recogidas en las figuras 3.41. y 3.42., en donde se
representa el porcentaje de inhibición de la síntesis de proteí-
nas en las distintas líeas celulares en función de la concentra-
ción de proteína utilizada.
Cuando se estudian comparativamente los
obtenidos para la ricina y para su cadena A
celulares (figura 3.42. 0), puede observarse qu
grado de correlación entre la sensibilidad
células a la acción de ambas toxinas. Lineas
432, sobre las que la ricina presenta un alto
cidad, son las células mas sensibles a la accí
valores de lOso
sobre las líneas
e existe un cierto
mostrada por las
como MCE 7 y OvCa
nivel de citotoxi—
ón de su cadena A.
Ha sido descrito el mecanismo de entrada de la ricína en las
líneas celulares, pero no el de la cadena A (150). Según estos
resultados, es posible que esta cadena, que es capaz de reconocer
residuos de hidratos de carbono presentes en la superficie
celular, tenga un papel destacado en la internalización de la
toxina colaborando con la cadena 13 en la inducción de los
mecanismos de endocitosis (150). Las diferencias de toxicidad
observadas en las lineas celulares estarían en función del número
de receptores expresados en la superficie celular.
3.3.2.3. Inhibición de la proliferación celular




ciño de síntes~s de protei
experimentos de inhibición
apartado 2.10.2.2.223.
Cuando se eva 1 ua
segundo procedimiento,
3.7. se recogen los valores de
la o-sarcina y la cadena A de la
obre 4 lineas celulares. En ambos
junto con los resultados de inhibi—
nas, los resultados obtenidos en
de la prolíferamán celular (ver
la actividad de a o-sarcína por























































Comparación de los valores de citotoxicidad de la o—sarcina y de la cadena A de la ricina
IRCA) sobre las líneas celulares en cultivo por los métodos de inhibición de síntesis de
proteínas y de inhibición de la proliferación celular
En las tablas se recogen los valores de 1Cm obtenidos para la a—sarcina (tabla 3.6.> y para
la cadena A de la ricina (tabla 3.7.) en distintas líneas celulares por el método de
valoración de la inhibición de la síntesis de proteínas <primera columna)y por el método de
inhibición de la proliferación celular (segunda columna), descritos en el apartado 2.10.2.3.
En ambos casos, los resultados se expresan en concentración micromolar (NxlO’>. Así mismo,
se especifica el aumento relativo de la actividad de ambas proteínas sobre cada una de las
líneas celulares, que representa el cociente entre el valor de ICms obtenido en estudios de
proliferación celular y el valor obtenido en inhibición de síntesis de proteínas <tercera
columna). En el caso de la cadena A de la ricina no ha sido ensayada sobre la línea celular
A 431.
~29 --
obtiene un valor de LOso igual a 3.0 y l0 ~ Nl
1O~ M en inhibición de síntesis de proteínas.
hacen suponer que la sensibilidad de las líneas
acción de la toxina es mayor cuando aumenta
exposición a su acción.
La cadena A de la r
(ver tabla 3.7.), así
ligeramente1 resultando
OvCa 432 y 3 veces en




icina no presentó igual comportamiento
su actividad se ve incrementada solo
10 veces más activa en Mewo, 4 veces en
MCE 7. Por primera vez, la a—sarcina
idad que la ROA sobre 2 de las 3 líneas
cuando su efecto es controlado a largo
Influencia del tiempo de




En un intento de comprobar
células de las líneas OvCa 432 y
distintos tiempos: 20 mm, 3 horas
cada uno de los tiempos de incubac
era eliminada y el cultivo se cont
se comprobada el número de células
esta hipótesis, se
MCE 7 con la a-sarci
20 horas y 6 días.
ión seleccionados,













Los resultados obtenidos quedan recogidos en la figura 3.43.
y los valores de IOso calculados para cada uno de los tiempos de
incubación, en la tabla 3.8. Como puede observarse, estos
valores de ICso fueron, en todos los casos inferiores a los
obtenidos por el método de valoración de inhibición de síntesis
de proteínas, aún cuando en dos de los experimentos, el tiempo de
incubación era significativamente inferior (20 minutos y 3 horas
frente a 20 horas de incubación).
En ambas líneas celulares, los mayores niveles de citotoxi—
cidad se obtuvieron cuando la toxina se mantuvo durante los 6
días que duró el experimento. En MCF 7, se observa un aumento
progresivo de la toxicidad conforme el tiempo de exposición de
las células a a o--sarcina es mayor.
Aunque si parece ser cierto que los tratamientos a
plazo potencian la actividad de la a—sarcina, estos exper
no permiten aclarar las diferencias observadas entre
métodos de determinaci6n de la citotoxícídad. tina de las
que podrían explicar estas diferencias podría ser el tiempo
de proliferacidn celular (estimado en 30.3 horas para MCE 7
48.0 para OvCa 432), pero la o—sarcina no se muestra signif









Variación de la citotoxicidad de las aspergilinas tras
la reacción con SPDP
Como ha sido referido en el capítulo dedicado al estudio
la inhibición de síntesis de proteínas en sistemas libres
células (ver apartado 3.3.1.2.), es necesario valorar la pérd
de actividad de las toxinas observada tras la reacción
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Fig. 3.43. Curvas de inhibición de la proliferación de células de las líneas OvCa 43? y KCF 7 tratadas con a-
sarcina a distintos tiempos
En la figura se recogen os porcentajes de células supervivientes obtenidos cuando células de las
líneas OvCa 432 y CF 7. son tratadas con distintas concentraciones de 0-sarcina, a distintos
tiempos. tos tiempos de exposición a la toxina quedan reflejados en a gráfica y las concentraciones
de proteínas se expresan como el log de la concentración molar. Como valor l00~ de células
supervivientes se considera el número de células presentes en los pocillos al 5 día de cultivo,
cuando las células no son expuestas a la acción de la toxina. £1 procedimiento ezper~tental se











Jabla 3.8. Inhibición de la proliferación celular en células de las lineas OvCa 432 CF 7,
sarcina durante distintos tiempos
En la tabla se recogen los valores de fCse, en concentración microaolar (NnO’ 1 otten¡oos para la a-
sarcina cuando las células son incubadas durante distintos tiempos con a-sarcína. Estos valores han
sido obtenidos por interpolacíen en las curvas de inhibición de la prolíferación celular, Que se
















.,obre las diaL i ritas ricas tic 13 la--fue va 1 orada
res.
<7 <urna aro iv va me rí te
Los; va 1 or-es de lOso obtenidos para l¿i= mtiestt{i+ O— asrerg i—
1 i na y asperq i 1 i ría--PSP sobre di st í ritas í i reas cei u -, asedar
recoq idas en la tabla 3.3. . crí donde t.amh van se rv luye el
pcrcent.aj e ríe oc Liv dad remanente ~:on respecto a o rone ira
nativa. Cama puede observarse. ambas muestras pre ea t ir val ores
muy s imí lares, de actividad con diferencias que, en mayoría de
los casos, se oncíientran dentro del error estandar del motado
utilizado.
Sólo se observa una disminución
celular MCL 7, en la que el valor de
para la resurictocina a 10 x 106 Nl






1.3 y lO~ M
í ctoc 1 pa—PSP
en un 15%.
Las muestras de o—sarcina presentaton
similar, cuyos valores de lOso obtenidos
inhibición de la proliferación celular, tambi
en la tabla 3.9. Las pérdidas de actividad de
con respecto a la molécula de a—sarcína
aproximadamente un 10% en las líneas celulares
No han sido inc
muestras de aspergi
actividad sobre las
recuperaba parte de 1
sus valores de TOso
aspergilina y aspergí
un comportamiento




MeWo y A 431.
luidos los valores de lOso obtenidos en las
lína—SH, ya que cuando fue ensayada su
células, se observó que esta fracción
a actividad citotóxica perdida, situandose
entre los obtenidos para las muestras de
1 ina-PDP.
Como ejemplo de estos resultados, en la figura
recogen las curvas de inhibición de la síntesis de
obtenidas para las fracciones de restrictocina sobre
la línea MCE 7. Este resultado puede ser explicado en
alta reactividad que presentan los grupos sulfidrilo 1
molécula de aspergilina-PDP, que interaccionan de
especificas con la superficie celular contribuyendo a
de la actividad de la molécula (333). La reducción


















La capacidad de gran número de proteínas para interaccionar
los colorantes triazinicos es conocida desde hace varias
adas (433). Entre estas proteínas se encuentran las quinasas,
deshidrogenasas o las enzimas dependientes de nucleotí-
433); estas últimas reconocen a los colorantes triazínícos
análogos de sustrato ya que su estructura se asemejo a la de
nucícótídos que forman parte de los ácidos nucleicos -y de
número de cofactores enzímáticos <377).
lambien ha sido descrita por distintos autores la capacídaó
de ínteracccíón de proteínas tóxicas como la toxina dífteríca
<37/ í , la ricino <354), la gelonina <359,378>, la mornardíra (359>
o la a—sarcína (378) con moléculas de Cibocron Blue F-ÁGA. De esta
fabla 3.9. Valores de citotoxicidad sobre distintas especies celurares de las fracciones aspergilina y
asperqi 1 ina-POP
En la tabla se recogen los valores de IC%a expresados en concentración aícromolar (HxlO’) y obtenidas
para las muestras de aspergí una y asoergi lina—POR, sobre distintas lineas celulares. tos datas de
restríctocína han sido obtenidos por el método de inhibición de la síntesis de proteínas, mientras
pije los datos de c-sarcina han sii~obtenidos por el método de inhibición de la proliferación celular.
En la tabla tambíen se recoge el porcentaje de actividad remanente de las muestras aspergilina—POR,
con respecto a las muestras de aspergí) ma nativa. El proceso experimental de obtención de las
muestras y de desarrollo del experimento, se recoge en los apartados 2.1. y 2A0.2.3.l.
Fig. 3.44. Curvas de inhibición de la síntesis de proteínas de la restrictocina r sus productos de reacción con
SPOP en células de la línea CF E
En la gráfica se recogen las curvas de inhibición de a síntesis de proteinasde las muestras de
restrictocina, restrictocína—POR y restrictocana—SH. Para cada una de las concentraciones ensayadas,
se representa el porcentaje de inhibición de la síntesis de proteínas obtenido, con respecto al
control - coso valor 001 ó control se considera el número de cuentas por minuto incorporadas por un
cultivo de células de MCI 1. no tratadas con ninguna de las muestras. El procedimiento experimental




























MeWo 0.0032 0.011 90
















— 1 - T
-8.5 -8 -7,5 -7 -6.5 -6 -6,5 -6






utilizado en la purificación
cadena A de la ricina (254),
(359)
Con










de inmunotoxinas realizadas con la
con la gelonina o con la momordína
la intención de utilizar este tipo de resinas
ón de las inmunotoxinas realizadas con las a
1 levaron a cabo distintos experimentos en los
capacidad de interacción de la 0—sarcina y






3.4.1. Interacción de la a—sarcina con colorantes triazinicos
inmovilizados en distintas condiciones experimentales
En una primera serie de
racción de la o-sarcina con
sintetizó a partir de Cibacron
temente a Sepharose OL-’48,
2.4.3.
experimentos se estudió la inte—
Blue—Sepharose. Esta resma se
Blue F3GA, que fue unido covalen—
según se describe en el apartado
Para llevar a
distribuida en coiumn




























material retenido en las columnas, se eluyó con alta
ónica. En todos los casos, se determinó la cantidad de
presente en la fracción unida a la resma y en la
no unida, que fueron expresados como porcentaje del
la muestra cargado (ver apartado 2.4.4.). Los resultados
se recogen en la tabla 3.10.
Como puede observarse (condiciones experimentales 6), el
porcentaje de proteína unido a la columna fue distinto depen-
diendo del valor de pH a que se realizó la cromatografía. Así,
entre valores de pH 2 y ~H 5, la n—sarcina interacciona en un
100% con el Cibacron Blue; entre valores de pH 8 y 9, el
porcentaje de retención oscilé entre un 87% y un 83% mientras que
a pH 10 sólo interacciona un 60.8% del total de la proteína
cargada en la columna. Algunos de los perfiles cromatográficos
obtenidos, quedan recogidos en las figuras 3.45. y 3.46.
Resultados similares se obtuvieron cuando
cargó en una columna de Red-Sepharose, sinteti
Procion Red HE SF3 y Sepharose CL—48 activada.
fue equilibrada en tampón 0.04 M Tris—HO], pH





Posteriormente se realizaron dos experimentos distintos en
los que, variando el tampón de equilibrado, se mantuvo el valor
de pH a 7.4. En primer lugar, la columna se equilibró en tampón
0.0 10 M Tris HO), pH 7.4, 0.020 $1 NaO) (condiciones experimenta-
les Al, según describen Sperti y col (378>, y el porcentaje de
a—sarcina retenida en la columna fue de un 97.8%. En segundo
lugar, (condiciones experimentales O,>, cuando la columna se
equilibró en tampón 0.1 M fosfato sódico pH 7.4, los porcentajes























































7.4 Fosfato sódíco 100 10.30 52
rabia 3.1Q.Fraccionamiento de la u—sarcina en Blue Sepharase, bajo diferentes condiciones experimentales
En la tabla se recoge el porcentaje correspondiente a las fracciones unida no unida a la tesina, de
cada una de las cromatografías realizadas. En todos los casos, se cargaron muestras de 2 ml de o-
sarcína, a razón de 3 mg/mí, en una columna de .5 cm x 4.6 cm de Slue Sepnarose, eiuilibrada en el
tampón correspondiente. Las columnas fueron eluidas con una concentración dc 1 N a 2 N de ~aClen el
tampón de epuilibrado tal y como se describe en el apartado 2.4,4. En todos los casos se señalan los
valores de pH y fuerza ióníca, en mS/cm y la composición del tampdn utilizado. El rendimiento de
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Ng. 145. fraccionamiento de la o—sarcina en Blue Sepharose, equilibrada a distintos valores de pH.
Un la figura se recogen los perfiles cromatográfícos correspondientes a los experimentos de
interacción de la 0—sarcína con Cibracron Alue F3GA en los fue equilibrada a valores de
pH 2 y pH 4. Las condiciones experimentales en las que cabo las cromatograha se
recogen en la tabla 110. Las columnas se eluyeron con 2 tampón de equilibrado(4). Se
recogieron fracciones de 1 ml en las Que se determinó a 280 nm. Otros detalles
experímentales se recogen en e~ apartada 2.4.4.
que la resma
se llevaron a
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Fig. 3.45. Fraccionamiento de la o—sarcina en Olue Sepharose, equilibrada a distintos valores de pH.
En la figura se recogen los perfiles crouiatográficos correspondientes a los experimentos de
interacción de ¡a 0—sarcina can cióracron BÑe EiSA en los que la resma fue equihórada a valores de
pH fi y pH 10. Las condiciones experimentales en las que se llevaron a cabo las cromatograf las quedan
recogidas en la tabla 3.10. tas columnas se eluyeron con 2 M NaCí, en el tampón de equilibrado (4).
Se recogieron fracciones de 1 ml en las que se determinó la absorción a ¿gQ ni. Otros detalles
eíperírertales se recoqer en el aoartado 24.4.
2*4 NeOI
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Mg. 3,41. Análisis por inmunodifusión doble de las fracciones de
cromatograffas realizadas a distintos valores de pH
La inuiunodifusiones se realizaron en placas de agarosa
2.5.4.1.). En los pocillos se aplicaron las siguientes
una muestra patrón de o—sarcina. pocillos 2) 1.5 pg de
Sepharose, equilibrada a los valores de pH indicados,
corresponden con las representadas en las figuras 3.45.
realizada a pH 4, se aplicó el denominado pico 2.) y en





al 11 p/v en el tampón habitual (apartado
muestras pocillos 1 y 1). 1 pg y 1.5 pg de
las fracciones eluidas de la columna de Blue
con alta fuerza iónica (estas fracciones se
y 3.46.. En el caso de la cromatografía
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Mg. 3.48. Fraccionamiento de ¡a u—sarcina en Blue Sepharose, bujo diferentes condiciones experimentales
En la figura se recogen los perfiles crotiatográficos correspondientes a los experimentos de
interacción de la a-sarcina con Cibacron Blue 130A en las condiciones experimentales denouínadas A y
O. En ambos casos, se cargaron 2 ml de o—sarcína de una solución de 3 mg/mI, en una columna de 1.5 cm
4.6 cm de Blue Sepharose equilibrada en tampón 0.01 M Tris HOI, pH ¡.4, 0.02 N NaCí en las
condiciones experimentales A y en tampón 0.1 N fosfato sódico, pH 7.4, en las condiciones
experimentales C, Las columnas fueron eluidas con 1 N Nací en el tampón de equilibrado ( ). Durante
la cromatografia se recogieron fracciones de 1 ml en las que se determínó la absorción a 280 ni y la
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aFig. 3.49. Análisis por inrunodifusión doble de las fracciones de a—sarcina obtenidas a partir de la elución de
las columnas de Blue Sepharose, equilibrada a distintos valores de pH, con alta fuerza jónica
Las inmunodifusiones se llevaron a cabo en placas de agarosa al l~ ph’ en el tampón habitual
Iapartado 2.5.4.1.).
En A) se aplicaron las siguientes muestras: pocillos II. 1 M9 de una muestra patrón de a—sarcina,
pocillo 2). 1 ug de la fracción no unida y pocillo 4). 1 ~gde la fracción unida a Blue—Sepharose de
la cromatografía realizada en las condiciones experimentales denominadas como C (tabla 3.10. y figura
3.48.), y pocillo 3). 50 ~lde un antisuero específico contra la o-sarcína.
En A> se aplicaron las siguientes muestras: pocillos 1 y lI. 1,5 ug y 2 Mg, respectivamente, de
una muestra patrón de o—sarcina, pocillos 2 y 4). 1.5 hg de los picos 1 Y 2, respectivamente, eluidos
de Blue—Sepharose, equilibrada a pH 4 (estos se corresponden con los representados en la figura
3.45.), y pocillos 3). 50 u> de antisuero de conejo contra la a—sarcína.
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fracciones obtenidas fueron analizadas
ontra un antisuero de conejo contra
en las figuras 3.47. y 3.49. Estas
observar como las fracciones unidas
ue, que eluyen en un sólo pico,
completa con la muestra de a—sarcí
cuando la columna había sido equil
n se observa en la figura 3.45.,
columna eluyó en dos picos, el




















iormente, se llevaron a cabo experimentos
de 6 de las toxinas utilizadas con una
ue, equilibrada en tampón 0.1 Sl fosfato
resma es una resma comercial en la que 1












unida a la columna,
tras el experimento
tambien el porcentaje
con respecto al total
(ver tabla 3.11.).
Como puede observarse, tres de las toxinas ensayadas, la
cadena A de la ricina, la gelonina y la briodina interaccionan de
forma mayoritaria con la columna, con porcentajes que oscilan
entre un 96% y un 71% del total del material recuperado. De las
tres proteínas restantes, la PAP y la mitogillina, no presentan
capacidad de interacción con el colorante en las condiciones
ensayadas, y la fracción de o—sarcina que queda retenida en la
columna es de un 41%.
Los distintos porcentajes
obtenidos para la a—sarcina
41% unido a Affi-Gel Slue
Sepharose), pueden ser explic
moléculas de colorante unidas
capacidad de retención de las
aproximadamente 1.9 mg de col
datos recogidos por Bio—Rad,
presenta 1,2 mg/mí, según fue
absorción (ver apartado 2.4
presentan distintas características.
de fijación al Cibacron Rlue F3OA
en las dos resinas estudiadas (un
frente a un 52% unido a Slue—
ados en base al distinto número de
por gramo de resma y a la distinta
mismas. El Affi—Gel Blue contiene
orantes por ml de gel, según los
mientras que la Slue—Sepharosa
calculado por espectrofotometría de
.3.2.) y las matrices utilizadas
El hecho de que la naturaleza de la interacción de
proteínas con los colorantes triazinicos no haya sido aclar
dificulta la posibilidad de establecer una hipótesis concreta
explique el distinto comportamiento observado en las toxí
Así, para algunas enzimas, las interacciones son similares a
que se establecen entre estas y su ligando correspondiente,
que estos colorantes pueden consíderarse como análogos
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Tabla 3.11. Fraccionamiento de las distintas toxinas en Affi-Gel Blue
Una muestra de 1 ml de cada una de las proteínas, con una concentración de 0.5 mg/mí, fue cargada en
columnas de 1,0 cm x 2.5 cm de Affi—Gel Blue, equilibradas en tampón 0.10 N fosfato sódíco, pH 1.4.
El material retenido en las columnas, fue eluido con 0.5 N Nací en el tampón de equilibrado, a un
flujo de 30 ml/h, según se describe en el apartado 2.4.4.2. En la tabla se recoge el porcentaje de
recuperación del material cargado en cada cromatografia, asi como los porcentaje correspondientes a
cada una de las fracciones obtenidas para las distintas toxinas. RCA cadena A de la ricina, PAR
toxina antiviral de Phytolacca americana.
Fig. 3.50. Gel de poliacrimalida en presencia de SDS de las distintas fracciones de a—sarcina, obtenidas en
Affi—Gel Blue
Las muestras fueron cargadas en un gel Phastqel en un sistema de microprocesado automático, según se
describe en el apartado 2,3.1.3. Las muestras aplicadas fueron las siguientes: pocillo 1. 3 ~gde la
muestras de o--sarcína, antes de la cromatografia, pocí lío 2. 3 uq de la fracción unida a Affi—ie]










naturaleza iónica debido a la carga neta de las proteínas o
incluso, pueden aparecer implicados componentes hídrofóbicos en
las mismas (454,455).
A partir de las características que presentan las toxinas
utilizadas (ver tabla 2.1), no es posible establecer una relac—
ción clara entre la distinta capacidad de interacción con el
Cibracon Blue 3FGA y algunos parámetros como el punto isoeiéc—
trico o su distinto peso molecular. Así, mientras que la
gelonina (p1z8,1) interacciona mayoritariamente con la columna,
la PAF’ no queda retenida (pIrS.4), aún cuando sus puntos
isoeléctricos son similares y tienen pesos moleculares práctica-
mente idénticos. Una diferencia similar se observa entre la
briodina y las aspergilinas, que presentan puntos isoelécticos
superiores a 9.5.
Sólo el hecho de que las tres proteínas que interaccionan de
forma mayoritaria con el Cibracron sean glicoproteinas (PCA,
gelonina y briodina), frente a las otras tres que carecen de
glicosilación (PAF’, mitogillina y 0-sarcina), puede ser la causa
de este distinto comportamiento. Por tanto, la interacción
observada, en las condiciones descritas, podría estar en función
de las moléculas de hidratos de carbono presentes en la
molécula, y no dependería del centro activo de la toxina.
El análisis en PACE—SOS de las dos fracciones de c-sarcina
obtenidas en Affi-Cel Blue se recoge en la figura 3.50. Como
puede observarse, la muestra de proteína utilizada en este
experimento presenta dos bandas de pesos moleculares diferentes,
que se separan tras la cromatografía (pocillo 1). La fracción que
interacciona con el colorante presenta una mayor movilidad que
corresponde con un peso molecular de 14.000 (pocillo 2), mientras
que la fracción no retenida tiene una movilidad semejante a la
proteína nativa (pocillo 3). Ambas fracciones son reconocidas por
un antisuero especifico contra la a—sarcina y presentan acitivi—
dad en lisado de reticulocitos y en células del melanoma MeWo
(ver tabla 3.12.).
La aparición de esta segunda banda en las muestras de a—
sarcína puede ser explicada en base a dos razones: en primer
lugar, durante el cultivo del hongo, cualquier descuido en la
manipulación de los medios puede dar origen a la contaminación de
los mismos con bacterias capaces de segregan al medio de cultivo
enzimas proteol iticos, que dan origen fragmentos de digestión de
la proteina loi; cuales mantienen parcialmente la actividad
ribonucleasa¿ por otro lado, debido a la elevada carga neta
positiva que presenta la c—sarc ini, puede í ate raco oria r con
metabo í i tos de ha;a peso molecular presentes en el medio de
cultivo.
Estas sustancias, cuya naturaleza aún no ha sido determi-
nada, podrian inducir modificaciones en las características de la
proteina, alterando su capacidad de fijación de 5DB y, por tanto,
su movilidad electroforética o modificando su inmunogenicidad,
segun ha sido demostrado por Salvarelli y col (456). De esta
forma, es posible explicar la ausencia de reacción cruzada con el
antisuero de algunas de las fracciones obtenidas de Blue
Sepharose (ver í i cura 3.49. 8
¿>44
Tabla 2.12.
inhibición síntesis de proteínas en:
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libre de células y en cultivos celulares de laslabIa 3.12. Inhibición de la síntesis de proteínas en sistema
distintas fracciones obtenidas en Affi—Gel Blue
En la tabla se recogen los valores de [Ciiobtenidos en experimentos de inhibición de sintesis de
proteínas en lísado de reticulocitos (ver apartado 2.10.1.1.> Y en células de las lineas NCF 1 Y
Mevo (ver apartado 2.lO.23.l.), de las fracciones unida y no unida a Allí-Gel Blue obtenidas en el
fraccionamiento de las distintas toxinas.
11Como (—4, se indica cuando los valores de inhibición de síntesis de proteínas obtenidos no
alcanzan el 201 con las concentraciones mayores ensayadas i 1O’M en los erperimentos de toxicidad y
iD’ N en los experlaentos realizados en lisado de retículocitos)
?lfracc,ón mayoritaria ~ecada una de las muestras, según se recoge
W~. no determinado.

































Aff i —Gel B 1 ue
La actividad de las
Biue, fue det~rmin
tesis de proteinas en
ulas de las líneas MeWo
cada experimento quedan
distintas fracciones obtenidas en Affi—
ada en experimentos de inhibición de
lisado de reticulocitos de conejo y en
y MCE 7. Los valores de JCso obtenidos
recogidos en la tabla 3.12.
Como puede observarse, en todos los casos, la fracción
mayoritaria obtenida en Affi-Gel Blue para cada una de las
toxinas, presenta los niveles de actividad más elevados en ambos
sistemas. Como fracción mayoritaria se entiende aquella que
representa el mayor porcentaje del total del material recuperado.
En los experimentos de inhibición de
en lisado de reticulocitos se pudo observa o
no unidas a Affi--Gel Blue de la gelonina y de
resultaron activas a las concentraciones mas el
(10~ M). La tracción ligada a la columna de la
veces más activa que la no ligada, mientras que
unidas de 0—sarcina y de mitogillina son 100 y
activas, respectivamente, que las correspondientes
ligadas.
síntesis de proteínas
r orno las fracciones
la briodina, no
evadas ensayadas




Estas diferencias se tradujeron en distintos niveles de
citotoxicidad sobre las lineas celulares en cultivo, ya que
tambien las tracciones mayoritarias resultaron las más toxicas.
Tambien en este caso, algunas de las fracciones minoritarias no
presentaron actividad sobre las células a concentraciones de
106 Nl.
Por tanto, la cromatografía en Affi—Gel
ner, a partir de algunas de las muestras de to
en las condiciones descritas, fracciones que
actividad que la muestra original, y que se d
capacidad de interacción con los colorantes tr
condiciones descritas. Estas fracciones pueden
por especies moleculares que presentan caracter
(distinto grado de glicosilación, interacción
bajo peso molecular, etc) o que han perdido par
durante el proceso de extracción o de purificac
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labIa 3.13. Toxicidad in vivo de las toxinas en ratones Ealbfc inoculados por via intraperitoneal
Grupos de a ratones para cada experimento, fueron inyectados intraperitoneake«te con dist,ntas
dosis de cada una de las toxinas, según se describe en el apartado 2.11.1. Iras la inoculación, se
estimé el tiempo de supervivencia de los animales o se les observó durante catorce días. El valor de
LOso (dosis letal SOl para la ricina fue estimado por el método de Lison a los dos días tras la
inyección (449) segun se describe en el apartado 2.11.2. En la tabla se indican las dosis máximas
de cada toxina inoculadas en los ratones.
— 247 —
de la cadena A de la ric:ina y 100 y l¿á veces mayores de
restrí ctoc Ña y de br Mdi ca, respectivamente qerman”~ ci oc y vos
tras 7 d i os de í ÑOÑO 1 aciÓn . La olcis i a i eta ¡ SL) ( LOs o ) es rl riada
para la r i rin-sí por ti 1 mÉ~todo de L í son 1 449 ) fue de r . 25 í-¿g/ ratón
(con un quado de confianza del 95% entre 0.13 Líq y U. -¿O pg> , a
las 45 Ocr- os Ir-as a í cocol oc ion.
Los ratones nvectados con r í cina fueron di secc
la muerte y se anal V?ó el estado de los distintos
teo idos. De esta forma pudo observarse la presencia de
necrosis en el hígado corno uno de (os síntomas más
apareciendo alteraciones en otros tejidos tales como 1
o el bazo. Los ratones inoculados con restrictocina








3.5.2. Inmunogenicidad en ratones de la toxinas de cadena única
La capacidad inmunogénica de las toxinas fue examinada
tambien en ratones Balb/c, que fueron inmunizados siguiendo los
distintos protocolos descritos en el apartado 2.5.3.1. En todos
los casos, tras la última inoculación, se comprobó la presencia
de respuesta contra el antígeno en el suero de los ratones por




tados obtenidos se recogen en la tabla 3.14., en la
reflejan los índices de únión obtenidos para los
animales inmunizados y para los sueros controles.
El índice de unión obtenido para una dilución 1:100 de los
sueros de los ratones inoculados con restrictocina (método 1),
resultó ser menor que el valor obtenido en los sueros control,
mientras que los sueros de los animales inoculados con la cadena
A de la ricina, presentaron un valor medio de 44.6.
En el segundo método de evaluación (d
sueros) el índice de unión de los sueros
valor medio de 2.5, por lo que se cons
sueros que alcanzaron un valor en el mdi
3. Como puede observarse, los sueros de
con la cadena A de la ricina , la gelonin
indices de unión positivos (entre 4.1 y
valores obtenidos en los sueros de los
la o—sarcina arrojaron un
iluciones 1:125 de los
control presentó un
ideraron positivos los
ce de unión superior a
los animales inoculados
a y la PAF, presentaron
5.2) mientras que los
animales tratados con
valor medio de 2.8.
Por tanto, en ambos experimentos,
toxina utilizadas provocaban repuesta
cuando eran inoculadas sin coadyuvante,











1 , un suero de conej
en el apartado 2.5.1
51.2 en los pocillos
Con el fin de





















3.2.) después de los





rabla 3.14. Estudio de la inmunogenicídad de las toxinas en ratones Balb/c
Grupos de 2 6 3 ratones 3alb/c fueron inocuiacos con uestras de toxinas non vía intravenosa o
sutcutánea. seoún el n~todo oesr’:o en el anartaco 2,5.3,1. £n la tecla se recogen los valores ce
reativ¡oad ce ¡os sueros ce ratones lnmunízacos cOri ¡as cístintas toxlnas. Estos valores nao- 5100
obtsnnoos por raoioí.nnunoensayo real naco secún se ces-cribe en el coartaco 2.8.2.2,2. El inc~ce ce
Unión se cefine cono el cociente entre C¡ numero ce cuentas ocr n2fluto r, :aoas a ¡05 tco~ E lOS
incubados con la di ¿-ucino corres-oonsiente cci suero ce retor entre CE nu-~ero ce cuentas por muto
tiradas 108 000? lbs ¡n:uoados 02~ ~ed1O09 cuit?vc ~P9i 1469, ~asci lum-cnes -ce suero utí ¡¿coas
en e- £:.-ner]nerto nao oca oc 1=9en ci neta-JO 1 o de ~125en e’ metocc u. amoos mecco:; se
ces-sonco en ci Oca—Zaga iSA.’ ocusen-: ce -wsr q~rz £-O-5fl35 -ce ‘os tox’nas - mnc’:c ose
e; metaco 1~~]c5Jc nc nc s¡oc- sIr 2020,
fabla 3.15. Valoración de a nmunoqenicídac de la o-sarúna en ratones Saitio tras cistintos protocolos de
¡nnunización
sr-co--nos o; casos. se :nccu¡arcr ~%c-oce razcoes ~a¡o¡crOr 109 ug OC 5—S000’98 s¡gu¡eroc C2 CCOO
-- o crotccc-o ce nno ‘w c½er~tc~ -~ se o”sc~’’~-’’’~ -; -
%O~0
5 OC ¡Os ratOnes oOculadOs va,or~ ,¡ in~ -ó na ¡‘r-9r o’ - ~~-< 1 >~ -ec~ oc:
1’> O5Oio?Prunoersao~ en tas’ ~ >O~ 1 -vor ó”a~ ~O¡., ¿ e - — E’ ris -800 A 508005
003 vos con re3o’
t ‘9 05 r~r—~ ínnuo ““‘3 0 ‘ ~ d’ a:-: sU~rO on-c —coro
~o-~”-<-- Oc O S-A-. A’s ‘O n~’’’t ~ o- ‘‘úo 9~ - ‘ -~r~fl ~ro
os ose ocs...nnr~. o -w’~ ‘ 51-10
2~0 000 ce ¡es-’ -n—- - unO o cr~z—’’z -r-¿.>-- >
nr nr..;e’r~ ce re-<1 ~ r¡j->-< ~M 2
Tabla 3.14.
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Fíg. 3.51. Valoración de la respuesta inmune de ratones inoculados con o—sarcina en presencia o ausencia de QH
A) Distintas diluciones del suero de ratones inoculados con una muestra de a—sarcina o o-sarcina
polimerizada con glutaraldehído y en presencia de KLH (ver métodos de inmunización descritos en el
apartado 2.5.3.2., fueron incubadas en placas en cuyos pocillos cubiertos con 0—sarcina según el
método descrito en el apartado 2.8.2.2.2.
8) Distintas diluciones de suero de ratones inoculados con una muestra de a-sarcína polimerizada con
glutaraldehído y en presencia de KLH, fueron incubadas en placas en cuyos pocillos habian sido
fijadas o—sarcína Y XtH.
En ambas figuras se representa el número de cuentas por minuto (cpm> de ~roteinaA marcada con 21
fijadas a pocillos cuando estos se incuban con las distintas diluciones del suero. Los detalles sobre
el método experimental se recogen en el apartado 2.8.2.2.2.
1-~
1. os resultados obtenidos quedan recogidos en lade valoración.
tabla 3.15.
Como puede observarse, el indice de unión aumentó progresi-
vamente con cada uno de los protocolos utilizados, de manera que,
la utilización de adyuvante completo permitió obtener sueros con
indices de unión superiores a 4, similares a los obtenidos para
la PAF. La polimerización del inmunógeno con una concentración
final de 0.25 % de glutaraldehido y la utilización de moléculas
transportadoras como la hemocianina del molusco Megathura crenu-
¡ata (KLH o Keyhole Limpet Hemocyanin), permitieron obtener
sueros con índices de unión 3 veces superiores a los obtenidos
con la proteína nativa.
La KLH, proteina de peso molecular entre 4.5 x ío~ y 1.3 x
íO’, resultan altamente inmunogénicas y favorecen la obtención de
una respuesta en los animales, permite elevar el nivel de
anticuerpos en circulación y el nivel de respuesta inmune contra
aquellos antígenos unidas a ella (ver figura 3.51. A). Aunque en
estos animales aparece una respuesta inmune mucho mayor contra la
molécula de KLH, que contra la a-sarcína, según se puede observar
en la figura 3.51, 8.
Cuando la a—sarcína fue polimerizada
concentración de 0.25% de glutaraldehido
emulsión en adyuvante completo de Freund,
animales un buen nivel de respuesta inmune.
considerado como el protocolo más apropiado
de los ratones.
en presencia de una
e inoculada tras su
se observó en los
Este método puede ser
para la inmunización
3.5.3. Biodistribución de las toxinas en conejos New Zeland






2 kg y 3 Kg
aclaramiento en sangre de la restrictocina y
vó a cabo en conejos de la raza New Zeland de
de peso, según se describe en el apartado
Los conejos fueron inyectados por via
alícuotas de las proteínas marcadas con iZSj, que
5 09 y 6 oq de toxina y, a distintos intervalos
extrajeron muestras de sangre en las que se estimé
de radiactividad remanente. Los resultados obtení
en la figura 3.52. en la que quedan representados
jes de radiactividad remantente con respecto








Como puede observarse, la cinética de ambas toxinas se
presentó en forma de curva bifásica, con una primera fase o de
distribución en la que la concentración de proteína en sangre
descíendó rápidamente y que representa la rápida distribución de
las proteinas desde el sistema sanguíneo a los compartimentos
periféricos, y una segunda fase o de elíminacion en la que la
riendiente de la curva es mucho menor y que representa la elimina—
cióÑ a través de las distintas vías, básicamente a través del
















Fig. 3.52. Aclaramiento de las toxinas en sangre
Nuestras de >~I—rícína y ‘‘H—restrictocína, fueron inoculadas por vía intravenosa en conejo New
leland y, a distintos tiempos se les extrajo una muestra de sangre. En cada caso, se determino en un
contador gamma, el número de cuentas por minuto en un mililitro de cada una de las muestras.
En la gráfica se representa el porcentaje remanente de radiactividad para cada tiempo, considerando
el 001 dc radiactividad en sangre, el número de cuentas obtenido para la muestra extraída a tiempo






A 1 vaho de las 24 horas, tiempo max mo
permanece en sanqre al rededor de un 20% 0
nncu 1 ¿ida. mientras que se caLima en un ?% a
Estos restl 1 tajos coí nc den con 1 os obten don
120) en ratón, qtii enes esper it can que a
dosis dc 46> ng por ratón, desaparece ~
ci tcuí Sc ce despuét; dc 20 horas mientras
mant. ene <~n una conc e riiraci ¿e reí st 1 vanientte e
horas después de la n~cu 1 ac ide. Por otro 1
60 1 en ex nc rl merí tos real zados igual merite
nocu 1 aOci.; con cantidades de proteína marcada
10 y 20 líq, obtienen valores de t 1/20 para
rutina y la correspondiente molécula deglíco
de 5.5 minutos y de
cado dc 2 horas de
circulación solo un
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El rápido aclaramiento de la ricirra, ha sido
presencia de hidratos de carbono en su molécula,
restos de manosa presentes en los glóbulos rojos u




Aunque las diferencias observadas en los tiempos de distri-
bución y de eliminación puedan parecer pequenas, es conveniente
tener en cuenta que ambas proteinas pueden ser consideradas
similares desde un punto de vista farmacológico. Por tanto, estos
valores resultan significativos y confirman ¡a mayor permanen-
cia en circulación de la restrictocina con respecto a la ricifla.
Para intentar dilucidar
transportadas a través de la
porcentaje de radiactividad
en cada una de las muestras
extracción, las muestras se
la retracción del coágulo,
del coágulo determinando 1
la manera en que ambas proteínas son
sangre, se determínó por separado el
acumulado en coágulo y en plasrna,
obtenidas. En cada caso, tras la
dejaron reposar hasta que se produjo
momento en que fue separado el plasma
a radiactividad en ambas fracciones.
a>; gráficas correspondientes a este experimento se recogen
en la frqura t53. , en donde aparece representado el número de
cuentas por minuto obtenidos para las muestras de coágulo y de
p ¡asma por gramo con respecto al tiempo
En el caso de la nc
como la mayor cantidad de
en donde e 1 porcentaje de
rápidamente con respecto a
las 4 horas y las O horas
obtenidos en el plasma y
idénticos. El descenso tan
coágu lo fue re 1 accionado con
los glóbulos rojos, que son
y a su capacidad hemaglutinante.
ma (figura 3.53. 8) puede observarse
radiactividad se detecta en el coágulo,
radiactividad remanente disminuye muy
1 tiempo. En las muestras obtenidas a
despues de la inoculacíón, los valores
en suero, resultaron prácticamente
rápido de la cantidad de ciclos en el
la posible fijación de la molécula a
rápidamente retirados de circulación
Por el contrario, en el caso de la restríctocíría (figura
2.53.. A), los porcentajes de radiactividad obtenidos resultaron,
en todos los casos, sensiblemente mayores en el olasma que en el
coágulo, de manera que, después de 6 horas, se detectó una
diferencia de apro~imadamente un 10% entre los valores obtenidos
Eig. 3.52.8. Representación logarftuica de los valores de aclaram:enta de las toxinse en sangre
En las gráficas se representan los porcentajes de radiactividad obtenidos a los distintos tiempos
de extracción en las muestras de sangre de los conejos #ew island inoculados con alícuotas de
251—restríctocina (figura Al e lfI.ricina (figura Si, segun se recoge en el apartado 2.11.3.1.
Estos valores se corresponden con los recogidos en la figura 3.52. y en este caso, los porcentajes
se representan en escala logaritaica. A partir de las gráficas, se obtuvieron las rectas de la
ecuación doble exponencial (0-0 3 que definan la cinética bifásica de las toxinas en plasme.
(450[ Los puntos de corte de las rectas obtenidas permiten definir los parámetros A y 8 (ver
apartado 2.11.3.2.
Tabla 3.35.8. ParáHtros farmacológicos de las toxina8
En la tabla se recogen los valores obtenidos para las distintos parámetros farmacológicos
determinados a partir de las gráficas de aclaraujento de las toxinas. La definición de cada uno de
los términos utilizados se recoge en el apartado 2.33.3.2., como C se recoge la fórmula de las




















dosis 33.00 ng/ml 33.00 ng/ml
A 29.00 ng/ml 32.10 ng/ml
8 10.26 ng/ml 4.17 ng/ml
0 1.175 W1 1.280 h113 0.011 W1 0.043 h’
0.59 h 0.54 h
51.40 h 15.85 h








o 29.00 * e-l.l7~t + 10.26 *
6—C.Ollt




















Hg. 3.53. Aclaramiento de las toxinas en coágulo y en plasus
Muestras de 1~1I-ricmna (gráfica 8) y ‘‘~l—restríctocina (gráfica A), heron Inoculadas por viaintravenosa en conejos Ne~ Zeland, a los oue se les extrajo una muestra de sangre a distintos
tiempos. En cada caso, tras la coagulación de la sangre, se esperé a la retracción del coágulo en las
muestras y se determiné por separado el número de cuentas por minuto en : asta en coágulo, en un
contador gamma. En las gráficas se representa el porcentaje remanente ce ‘ad~actívídad para cada
tiempo, considerando el IQOz de radiactividad en sangre, el número de :jentas o~ten>do Dara las
muestras extraídas a tiempo O. Los detal les experimentales se recogen en e. anartado 2.113.1.




















en p 1 asma y en coágulo.
Seqún estos resultados obtenidos en conejo, la restrictocina
podría ser transportada, de forma mayoritaria, en disolución en
el plasma de modo que su distribución en los distintos tejidos y
su eliminación estará relaccionada con este hecho.
3.5.3.2. Distribución en tejidos de la 1251-restrictocina
Los niveles de radiactividad de ‘251—restrictocina acumula-
dos en los distintos órganos y tejidos, fueron determinadas tras
1 hora y 24 horas despues de la inyección. Los datos fueron
expresados como porcentaje de la radiactividad total inoculada
por gramo de tejido, considerando como el 100% el total de la
radiactividad observada en las distintas muestras. Tambien fueron
recogidas muestras de orína y de heces a las 4 horas y a las 24
horas.
Estos resultados quedan recogidos, en la figura 3.54. A, en
donde puede observarse que el mayor porcentaje de radiactividad
se detecta en testículo a las 24 horas de inoculación (31.3 % por
gramo de tejido). Dos de los órganos en donde la proteína se
acumula preferentemente después de 24 horas son la vesícula
biflar (14.6%> y el riñon (7.3%).
Los porcentajes relativos observados en la vesícula biliar
no variaron sígn>ficativamente entre las muestras obtenidas a 1
hora y a 24 horas despues de la inoculación. Sin embargo, en el
riñón mientras que tras una hora de inoculación se acumula
cerca de un 20% del total de la proteína este porcentaje
disminuye en mas de la mitad despues de 24 horas. Ambos
resultados, pueden estar relaccionados con el mecanismo de
eliminación de la proteína que se realiza por filtración glomeru—
lar, a través de la orina, por filtración glomerular o a través
de la heces (457).
Otros órganos en los que se encontraron niveles significati-
vos de radiactividad fueron el ovario (un 8% a 1 hora y un 7% a
las 24 horas)! glándulas suprarrenales (un 5% a la hora, que
aumenta a un 6.75% después de las 24 horas), intestino, traquea y
médula ósea con valores que oscilan entre 2.5% y 4% tras 1 hora y
24 horas de inoculación. El porcentaje acumulado en hígado por
gramo de tejido es ligeramente superior al 3% tras una hora de
inoculación y disminuye al cabo de las 24 horas.
Según los datos reportados en la literatura sobre el acUmulo
en tejidos de la rícína y su cadena A en estudios llevados a cabo
en ratón, los porcentajes de ambas proteínas acumulados en hígado
se sítuan en valores próximos a un 40% en hígado tras 1 hora de
inyección (69.120,121). Por tanto, los resultados recogidos aquí
permiten apuntar que la restrictocina presenta mecanismos de
biodistribución distintos a las toxinas vegetales ghcosiladas,
ya que los hidratos de carbono presentes en su molécula determi-
nan además de su rápida eliminación de la circulación, un acUmulo
preferencial en el hígado.
Por otro lado, los resultados obtenidos apoyan la hipótesis
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Fig. 3.54. Biodistribución de 1151-restrictocina en tejidos de conejos New leland.Al En la figura se presenta el porcentaje de radiactividad por gramo de tejIdo con respecto al total
de radiactividad, acumulada en los distintos tejidos y Órganos de conejos noculados con auestras de
‘‘51—restrictocina por via intravenosa. Las muestras de cada tejido fueron obtenidas en distintos
animales, sacrificados 1 hora 24 horas despues de la inoculación.
SI En la figura se representa el porcentaje de radiactividad con respectc al total observado en las
muestras de orina y de heces de os conejos inyectados con ~ I-restrctnc’na. Estas muestras fueron
recogidas tras 4 horas 24 horas. despues de la inoculación.
En ambos casos, las muestras fueron contadas en un contador gaita. Los detalles sobre el
procedimiento experimental se recoger en el apartado 2.11.3.3.
A
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tener una mayor accesibili
irrigados como son el ovan
o incluso, el higada, en el
ta que se acumulen en exceso.
La presencia de radiactividad en arma y en heces,
detectó a las 4 horas y a las 24 horas de la inoculación.
resultados obtenidos referidos como porcentaje de la radiac
vidad total inoculada se recogen en la figura 3.54. 6.
análisis de estos resultados permite observar como el porcenta
de proteína eliminada por ambas vías es muy pequeño, ya que
sobrepasan el 5% del total de radiactividad inoculada (3.85%
onina tras 24 horas y 0.87% en heces en igual periodo).
restnictocina permanecera por tanto, durante períodos










3.6. Actividad ribonucleasa de la a-sarcina en polímeros sintéti-
cos de ribonucleátidos
La actividad nibonucleasa de la a—sarcina, ha sido ensayada
sobre homapolímeras y heteropolimeros sintéticos de ácidos
nucleicas, según se describe en el apartado 2.10.1.2.. Dicha
actividad se estudia como incremento de la absorción a 260 nm del
sobrenadante de la reacción, cuando una concentración constante
de polímero es tratada con cantidades crecientes de proteína.
Este aumento de la lectura de la absorción está en relacción con
la presencia en el sobrenadante de la reacción de los productos
de la digestión, que son pequeños fragmentos de polímero que no







Como puede observarse en las figur
no manifiesta la mayor actividad
nasínico y ácido policitidílica,
heteropalimeros de ácido inosíni
mientras que resulta muy poco
poliuridilico (pali U) y ácido
as 3.55. y 3.56., la o—
sobre polímeros de ácido
digiriendo extensivamente
ca y ácido citidinico (pali
activa sobre polímeras de
poliadení lico (pali A>.
Según describen Yakovlev y col (260). los
inosinica permiten llevar a cabo este tipo de
actividad ribonucleasa de distintos enzimas pu
del medio de cultivo de bacterias y de hongos
de otros ácidos como el ácido palíguaní lico t
en solución. De esta forma, estos autores atri
de As~erqi ¡ lus oryzae una actividad depend
(260). Por otro lada, los heteropalimeras pali
formar en solución estructuras de doble hél
estudiar el distinto comportamiento de las






buyen a la RNAsa Ti
íente de guaninas




Enda y cal (205), en experimentas similares llevados a cabo
con la o—sarclna, señalaron que la proteína presentaba una
actividad ribonucleasa específica de purinas, ya que digería
extensivamente polímeras de ácido adení lico mientras que los
niveles de digestión de otras polímeras eran muy inferiores. Sin
embargo, los resultadas obtenidos aquí, aunque pueden sugerir una
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Hg. 3.55. Actividad ribonucleasa de la a—sarcina sobre homopolímeros sintéticos de ácidos nucléicos
En las gráficas se representan las curvas de actividad de digestión de la 0-sarcia sobre polimeros
de ácido polinosiníco, PoIl 1 (A> y ácido polícitidinico, Polí C (SI. En ambos casos, 50 ug de
homopollieros fueron sometidos a digestión con distintas cantidades de o-sarcia (o> y albúmina de
suero bovino, BSA lvi, a 37’ C durante 2 horas. Transcurrido dicho tiempo en el sobrenadante se
estímó el incremento de absorción de la densidad óptica a 250 ni con respecto al control en el que no
se a~adíó muestra de oroteina. En ambos casos, se representa el valor medio obtenido y la desviación
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Fig. 3.56. Actividad ríbonucleasa de la a—sarcina sobre ~omopollmerossintiticos de ácidas nucídicas
A) En la gráfica se representa la curva de actividad de digestión de la a-sarcia sobre polímeras de
ácido poliuridínico, Pali U. 50 ~gde homopolíaeros fueron sometidos a digestión con distintas
cantidades de o—sarcmna o) y albúmina de suero bovino, BSA [y), a 37’ C durante 2 horas.
Transcurrido dicho tiempo en el sobrenadante se astimá el incremento de absorción a 260 o con
respecto al control en el que no se a5adió muestra de proteina. Para las distintas concentraciones se
representa el valor medio obtenido y la desviación estandar de cada punto.
8) 25 pg de 0—sarcia fueron incubados con 50 gg de cada uno de los hasopolimeros y heteropolimeros
sintéticos de ácidos nucléicos referidos. Tras la reacción, en el sobranadante se determinó el
incremento de la absorción a 260 nm. En el eje de abscisas se representa el incremento de absorción a
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especies ( 205
rea 1 izadas por
g í a de aprox
g>gantétis MI)H
aspergí lirias con otras ribanucleasas de
fúnq í ca
(ti comeí—¡tado anter- í armen tic. líes asperq 1 1 irías han
con di st~ jetas r í bonuc 1 casas de or- gen cíactor 1 ano
cadas a partir del medio nc cultiva de 01 St í í>tas
1 as rírí meras comparac í anos en secuciici a fueron
el grupo de Ende, pu iones oncee traron una horno 1 e—
madamente el 34% entre la a—sara i na do Asperq ¡ lus
18894 y 1 a RNAsa U2 de Ust lago sphaerogetía ( 205
En esto caso sc llevado a cabo un estudio comparativo de
secuencí a de distintas r i banuc leasas pertenecientes a este gr
y entre las que existe un alto grado de homología de secuencia
las aspergí Ii cas (255,255). Para ej lo y como se desar í be en
apartada 2: 12., se tornaron como puntos de referencia las pos íc
nes que ocupan las aminoácidos implicados en el centro activo
la RNAsa FI de A. oryzae (2551. Algunas de las caracter$sti
más destacadas de las rihanucleasas utilizadas, quedan recogí









Como puede observarse en la figura 3.57., dichos aminoácidos
Síu (E) 58, Arq (R) 77 e His CH) 92, aparecen situados en
regiones equivalentes en todas las ribonucleasas, incluyendo la
o—sarcina, la restrictacina y la mitogillina (ver figura 3.58).
Estos anímoácidos cainci®n con las posiciones Síu (E) 96, Arg
(R> 121 e His CH) 137 de la secuencía de la a-sarcina y están
incluidos en las zonas de coincidencia Síu 96--Phe 97-Pro 98, .Arg
121—Tyr 122—Ile 123. El significada de estos resultados, será
discutido mas adelante en la discusión general (apartado 4.5.).
3.8. Anticuerpos manaclonales
3.8.1. Características de los anticuerpos manoclanales (AcMos)
Las caracteristícas más destacas de
clanales utilizadas quedan recogidas en
las tablas 2.3 a 2.5. Todos ellos, exce
inmunaq loba 1 mas de clase IgG, frLuC2
presentan í set ipe IgOl y MLuC1 y MoV 19
MoV 2 son anticuerpos macao 1 ana les de a 1
los anticuerpos mono-
e] apartado 2.1. y en
pta MBr 1 y NIOV 2, son
PIoV 17, NoV 18 y MINT5
isatípo lgS2a. MBri y
ase tgP’1.
Estas ant i cuerpos reconocen antígenos expresados en la
superficie de las distintas lineas celulares {12,24,265,266,2¡6,
414,415,4 16). Así MBr 1 y MLuC1 reconocen cama epitopo a hidratos
de carbono presentes en distintos ghcolípidos y giícoproteinas,
MLuC2 y Hoy 11, MW 18 y HaY 19 reconocen distintos epítopos de
g 1 icoprote mas de membrana que un pesa mo loca lar dc 75. 000 y
38.000, respectivamente (265,266,276.414,415) (ver tabla 2.5.).
Por ultime, MINT5 reconoce un epitodo de la glícaproteina de
120.000 de peso molecular, que actúa como repector del factor de
crecimiento epidérmica (EGEr) (416). Esta glícoproteina presenta
niveles de expresión muy elevados en algunas lineas tumorales can
261
líq. 3.57. Alineamiento de las secuencias de aminoácidos de la a—sarcia con distintas ribonucleasas de origen
bacteriano y fúngico
En la figura aparecen numerados de ID en ID los aminoácidos de o-sarcia y marcados con •) los de
las demas ribonucleasas. Los datos mas relevantes sobre las proteinas se recogen en la tabla 2.1. Con
una flecha se señalan los residuos que coaponen el centro activo de a ribonuclesas II de Aspergí Pus
ory¿ae y otras ribonucleasas relaccionadas con ella 1255,256). tos residuos homólogos para el mayor
número de las proteínas aparecen incluidos en cajas. La relacción de homologias entre los distintos
aminoácidos consideradas ran sido: 1 z S, Y E, G z A - 1 Y z y ~, O z N - E Q 265). El
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Fig. 3.58. Alineamiento de las secuencias de aminoácidos de las aspergilinas.
Fn la figura aparecen numerados de ID en 10 los aminoácidos de a—sarcina. Con una flecha de doble
culta se señalan los aminoácidos distintos entre la a—sarcina y las otras dos toxinas y con dos
flechas de doble punta el único aminoácido distinto entre la citogíllina y la restrictocína. Eon una
flecña se señalan los residuos de la 0—sarcina Que se corresponden con os que componen el centro
activo de la ribonuclesas Ji de Aspergí!)us oryzae y otras ríbonucleasas relaccionadas con ella
(265,2661. los residuos homólogos entre las aspergilínas y las de¡as ríbonucleasas ~ver líq. 3.61)

















hasta 1.3x106 receptores por célula para el EGE murinopr esen t a(416).
La caracterización bioquímica y la determinación de la
especificidad de los AcMos ha sido realizada en estudios anterio-
res, en este trabajo se analizó su capacidad de interacción con
las distintas lineas celulares, su capacidad de internalización
en las células diana y las posibles modificaciones sufridas tras
la reacción con los agentes bifuncionales.
3.8.2. Estudio de la unión de los anticuerpos monoclonales a sus
células diana e internalización
La unión de los anticuerpos monoclonales a sus células
diana se estudió según el método descrito Matzku y col (294)
cuyo procedimiento queda recogido en el apartada 2.10.2.1.. El
método se realizó sobre las células tumorales incubadas con
alícuotas de los AcMos marcados con 1251 Los resultados obteni-
dos permitieron cuantificar el porcentaje de anticuerpo interna—
lizado por la célula diana tras la interacción con sus correspon-
dientes antígenos de superficie.
En las figuras
resultadas obtenidos
tajes de fijación de
marcados a las cé
incubación, antes y














1., se reco9en algunas de las
icas se representan los porcen—
de los anticuerpos monoclonales
ivo con respecto al tiempo de
tratamiento a pH 2.8, conside—
radiactividad añadida en cada
En la figura 3.59., aparecen los resultados obtenidos para
la muestra de ‘25T—MoV 17 sobre células vivas (figura 3.59. A) y
células fijadas con glutaraldehido (figura 3.59. B) del carcinoma
mamario OvCa 432. Como puede observarse en la figura A, un 40%
de la radiactividad añadida se fija a las células cuando estas
son incubadas a 3V C durante 120 minutos, mientras que a OC,




Cuando tras la fijación a las células, éstas son
tratadas con un tampón a pH el total de la radiactivi-
dad unida a 0’C se desprende ulas, mientras que sólo lo
hace la mitad del AcHo marcado unida a 37C (permanece unido un
20% tras la incubación a pH 2.8 frente a un 40% a pH 7.4). La
diferencia entre ambos valores es consideró como




En los experimentos real
glutaraldehido (fig.3.59. B),
37’C, se libera cuando las cél
indica que la interacción del
lugar en la superficie de la
cinética de los mecanismos de
mucho mas lentos, o incluso no
En las gráficas
obtenidos para Mov IB
izados con las células fijadas can
la radiactividad unida a WC y a
ulas son tratadas a pH 2.8, lo que
anticuerpo monoclonal sólo tiene
célula. A dicha temperatura, la
internalización de moléculas son
se dan (294).
3.60. y 3.61., se recogen los resultados
en OvCa 432 (figura 3.60.), para MBr 1 en
264
1 26
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Fig. 3.59. Análisis de la internalízación inducida por Hoy 11 en células de OvCa 432,
A) Porcentaje de la radactividad total unida a células vivas de OvEa 432. cuando se incuban con una
.uestra de ‘51-Mov I/ a os tieapos indicados y 8) porcentaje de radíact:vidad total unida a célulasde OvEa 432 fjadas a piacas con glutaraldehido, en las mismas condiciones, lo-o) uiíión total a 37
(o- - o) unión residual 3 31.0 H&-X-4 unían total a DE y ~* -* unían residua¡ a OC. Copo unión
residua’ se entiende e: porcentaje de unión obtenido cuando las celdas son tratadas con pH 2.8. LI





















Ng. 3.60. Análisis de la internalización inducida por HoY 18 en células de OvCa 432.
A> Porcentaje de la radiactividad total unida a células vivas de OvCa 422, cuando se incuban con una
muestra de ‘“1—Hoy IB a los tiempos indicados y 8) porcentaje de radiactividad total unida a células
de OvEa 432 fijadas a placas con glutaraldehido, en las mismas condiciones. ~—c~unión total a 3V C
(o—-c4 unión residual a 371, <*—a~ unión total a 01 y ~*—‘--*) unión residual a 01. Como unión
residual se entiende el porcentaje de unión obtenido cuando las células son tratadas con pH 2.8. [1
método se describe en e) apartado 2.10.2.1.


































Fig. 3.61. Análisis de la internalización inducida por HErí en EH (A) y por MLuC2 en HT—29 (a).
En las gráficas se representan los porcentajes de la radiactividad total unidos a células vivas y
fijadas, incubadas con alicuotas de los anticuerpos monoclonales marcados con 25J a los tiempos de
indicados.(o—o) unión total, (o-.—c~ unión residual y (*—~—%i unión residual en células fijadas. Como
unión residual se entiende el porcentaje de unión obtenido cuando las células son tratadas con pH






















HCF 7 (figura 3.61. A) y para MLuC2 en 1-U 29 (figura 3.61. 5)
pueden ser interpretadas de forma simi lar. Los valores obten
sobre células fijadas en estos das últimos experimentas no
sido representados ya que son comparables a los obtenidos en
gráficas anteriores.
Los estudias
(fig. 3.61. A) y MLuC2
diferenciar dos cinéticas
ción de las anticuerpos
HErí, presenta una cm
observan los mayores n
ción (un 26% dei total
disminuye hasta el fin
debajo del 20%. MLuC2
cinética de unión lenta
unión aumentan
150 minutos.
de unión de las anticuerpos MBr 1 en MCF 7
en [-41—29 (fig. 3.61. 8), permitieron
distintas en el proceso de internaliza—
monoclonales, ya descrita por Matzku.
ética de unión rápida a HCE7, ya que se
iveles despues de 30 minutos de incuba—
de la radiactividad), este porcentaje
al del experimento en que se situa por
presentaría, por el contrario, una
sobre HT—29, ya que los porcentajes de
con el tiempo de incubación, siendo máximos a las
A partir de estas gráficas, se estimaron los porcentajes de
unión de los anticuerpos monoclonales a sus correspondientes
células diana, que se recogen en la tabla 3.16. Estos resultados
fueron comparados con los datos de internalización de los AcHos,
obtenidos por Mezzanzanica y col (293) en experimentos de
microscopia electrónica utilizando muestras marcadas con biotina
y particulas de oro coloidal marcadas con avidina.
Como puede observarse, en la mayoría de los
establecer una carrelacción entre el porcentaje
vado para cada AcHo y los datos de internalizaci
microscopia electrónica. Así, los anticuerpos
muestran un porcentaje de unión superior al 25%
su vez, una internalización evidente. La úni
supuso el resultado obtenido con MeV 11 sobre
HT—29, para el que se obtiene un porcentaje de








unión de un 60% y
Par otro lado,
comprobada la internal




cuerpos para los que no había
por microscopia electrónica,
en muy baja proporción.
Como pudo comprobarse más adelante, la evidencia de no
internalización de los anticuerpos fue uno de los factores
limitantes para la actividad de las inmunotoxinas sintetizadas
can las aspergilínas. Así, el conjugado realizado con MLuC2 y la
restrictocina, no resultó activo en 111-29, ya que MLuC2 no es









lado, puede observarse que los anticuerpos
entan un comportamiento muy distintos frente
El porcentaje de unión permite valorar el
de antígeno en la superficie celular así
forma indirecta, la capacidad de la célula
los complejos antígeno—anticuerpo (289,293>.
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Tabla 1.16. Porcentajes de unión de los anticuerpos monoclonales a sus correspondientes líneas celulares
~nla tabla se recogen los porcentajes de unión de os anticuerpos monoclonajes a sus células diana,
según el método de Matzku y col <2941, que se describe en e) apartado 2.10.2.1. y a partir de
gráficas similares a las que aparecen en las figuras 3.59. a 3.51. Los datos sobre internalízación
de los ant]cuerpos ~ansido tomados de Mezzanzanica y col 1281] en donde se estudió la entrada en












los anticuerpos monocionales con agentes
de unión
Las moléculas de IgO e IgM carecen de grupos sulfidrilo
libres, ya que todas las cadenas laterales de las císteinas se
encuentra formando puentes disulfuro entre sí (295). La introduc-
ción de estos radicales se hace a través de la reacción de los
AcMas con agentes químicos bifuncionales, tal y como ha sido
anteriormente para las aspergilinas (189,333).
En este caso, los AcHos se hicieron reaccionar con distintas
cantidades de SPOP y SMPT que fueron los agentes elegidos para
llevar a cabo la conjugación con las toxinas y, tras la reacción
se determiné, en cada caso, el número de grupos PSP o MPT
incorporadas por molécula de anticuerpo, expresado como relación
de sustitución molar. Tambien se determinó el porcentaje de
pérdida de actividad de fijación a células.
Los resultados obtenidos se recogen en la tabla 3.
donde puede observarse que la relación de sustitución mal
en función del número de veces de exceso molar de SPDP
se hizo reaccionar cada una de las anticuerpos monoclonal
cuando se utilizaron valores de 30 veces exceso molar de
número de grupos PSP incorporados oscilé entre 8 y 10,
que con un 10 veces de exceso malar estuvo entre 3.3 y 5
En el caso
incorporados por







con las moléculas de
ya que el excesivo
monoclonales afecta,











SMPT (336), la relacción de grupos MPT
écula de MINT—5, anticuerpo monaclonal de
cuando se utiliza una proporción de 3 veces
derivadas de la reacción con ambos agentes,
y AcMo—MPT fueron estudiados conjuntamente
anticuerpo nativo y con las inmunotoxinas,
grado de sustitución de los anticuerpos
fundamentalmente, a la capacidad de los
ccionar con la superficie de las células
el antígeno reconocido. Estas resultados












restr i ctoc i na
xínas eran,
moléculas de
que puede hacerse de
o se utiliza SPDP con agente bifuncían
monoclonales de clase IgG can más de
fueron en los que se observaron
Por un lado, los anticuerpos presen
interacciones inespecifícas con
a la reactívidad de los grupos SH s
Sosia y col (333), por otro lado,
conjugados con la restrictacina, 1
inmunotoxinas se vió reducida
(66% para Hoy 18—restrictacina y 4











cuando MoV 18 y
a actividad de
hasta valores
8% para Hoy 17-
Estas inmunoto—
que contenían mayor número de
Los demás anticuerpos no sufrieron modificaciones significa-
tívas, ya que su capacidad de unión a las células (figuras 3.66.





















Tabla 3.17. Cálculo del número de grupos reactivos incorporados
reacción con agentes bifuncionales
En la tabla se recorre el número de grupos POP o MPl
¡onoclonal , tras la reacción con los agentes SPOP y SMPT
aparatado 2.1.3. La relacción molar se detereinó por
reducción por absorbancía a 343 nm como se describe en el
Como tal se índica el número de veces exceso molar de
respecto a la concentración de anticuerpo monoclonal -
?i FI anticuerpo ronoclonal Mov IT se hizo reaccionar con 30 veces de exceso molar SPDP cuando
conjugó con a restríctocína con ID ‘ecos de exceso molar cuando se unan a a a-sarcína.
por molécula de anticuerpo monoclonal tras la
incorporados por molécula de anticuerpo
respectivamente según se describe en el
la medida de los grupos iberados tras la
apartado 2.7.4.






















aciones sí gn it í cat i vas en
a 3.65
la actív
• ) . lampoco se
idad de $lBr 1,
observaron
que es una
Fin general , puede
os PDP en los AcHos
son los valores más
anticuerpos.
consíderarse que una razón mal
de clase IgM y de 5 grupos POR
adecuadas para mantener la acti
El número de datos de
es menor, ya que este
HINT—5. Sin embargo,
nida de aproximadamente

















Durante e1 proceso de obtención
sarcína, la fracción sometida a reducc
fue la fracción de MINT—5—MPT. Esta
formación de agregadas de alto peso mo
más moléculas de anticuerpo manoclonal
3—5. Este efecto se hizo patente en
paliacri lamida (PACE—SOS), cuyo resul
figuras 3.64. 8 y 3.65 8.
del conjugado SIINT—5-a-
ión antes de la conjugación
reducción da origen a la
lecular formados por dos o
unidas a través de puentes
electroforesis en geles de
tado queda recogido en las
3.9. Inmunotoxinas
3.9.1. Caracterización de las inmunotoxínas sintetizadas con las
aspergi 1 mas
Una vez estudiadas las
los anticuerpos monoclonales,
ción de grupos bifuncionales
caracteristí cas bioquímicas
obtención de inmunotoxinas
restríctocína y la a—sarcina.
Como ha s
en que la tox
moléca las de a







con das de las
ido descrita en materiales y
ma y el AcMo, habian sido t
spergi lina-POR eran reducidas
2.). Cuando se llevó a cabo
a o-sarcína—POP, se redujo la











métodos, en los casos




3.9.L1. Purificación de las inmunotoxinas
Las reacciones de conjugación entre las moléculas de AcMa-
POR y de aspergilina—SH se llevaron a cabo según se describe en
los apartados 2.7.5.1. Cuando estas reacciones se dieron por
finalizadas, las muestras se cargaron en una columna de AcA 44,
equilibrada en tampón 0.01 fA fosfato potásico, pH 6.8. El perfil
cromatográfico de elución de la columna para la muestra de Hay’
17-restríctocína, se recoge en la figura 3.62. A.































Hg. 3.62. Perfil cromatográfico y análisis en PACE—SOS de las fracciones obtenidas de la filtración en
Oltragel AcA 44 del producto de conjugación del anticuerpo MoV 17 con la restrictocina
Tras la reacción de conjugación, el material fue cargado en una columna de Ultragel AcA 44,
equilibrada en tampón 0.01 M fosfato potásico pH 6.8 (apartado 2.7.5.1.). A partir del perfil de
elución de la columna, representado en A), se recogieron tres grupos de fracciones, denominadas como
picos [1],121 y [3],que fueron analizadas en PAGE—SOS.
Las muestras se aplicaron, en primer lugar, en un gel en gradiente de entre un 51 p/v y un 151 p/v de
acrilamida recogido en 8) y, en segundo lugar, en un gel en gradiente de entre un 101 p/v y un 15%
p/v de acrilamida, en condiciones reductoras (apartado 2.3.7.1.), recosido en E), El orden de
aplicación de las muestras fue el siguiente: pocillos 1 y 1’). anticuerpo monoclonal Soy II, pocillos
2 y 2’). pico [t]de Ultroqel AcA 44, pocillos 3 y 3). pico [2],pocillos 4 y 4’>. pico LII y
pocillos 5 y 5’) restrictocina.
E:n anhos geles de indica el peso molecular de las proteinas que fueron un izadas como marcadores









filtración de MoV 17-restrictocina fueron analizadas en PAGE—SDS
de pal ~acrilamida en condiciones no
en condiciones reductoras (Fíg 3.62.
Como puede observarse, durante















o 2) que eluye en primer lugar,
que contienen la inmunatoxína.
moléculas de AcHo-PDP dimen
tiene una porción importante de
se cuando es sometida a reducció
(pocillo 2’), esta fracción se
s moleculares que se corresponde
y ligera (25.000) del antí
16.660) comparables a las abteni
ería muestra reducida de Hoy’ 17
que contiene una muestra de la restnictocína nativa.
conjugación
superior a






n can las cadenas
cuerpo y con la
das en el pocillo







sólo la porción de
(pocillo 4 y 4’)
muestra de restni
como no reductoras
es señaladas como 2 de AcA 44, contienen
as moléculas de inmunotaxina (pocillo 3). Este
un peso molecular superior al Ac$lo (pocillo 1)
s reductoras, se distribuye en tres bandas
que se observan en el pocillo 2’. Por último,
componen el pico denominado como 3, contienen
o-sarcina—$>-l no unida al anticuerpo monoclonal
y presentan igual movilidad en PAGE-SOS que la
atocina nativa tanto en condiciones reductoras




is similar de las inmunatoxinas MEr
ictocína aparece recogido en la fi
reductoras (3.63. A) y reductoras
En la figura 3.63.
correspondiente a la prote
los pocillos que contiene
de conjugación (pocillos 8
AcA 44 (pocillos O y Fi.
A, puede observarse
ma nativa (pocillo Cl
el material obtenido
y E) desaparece tras











Cl penetran en el
ilios E y E, se aprecía la diferencia de
el conjugado MLuCl—restrictocína y el
Tambien se observa como ni las moléculas
¿pocillo A) ni las inmunotoxínas (pocillos 8



























el se realizó en condiciones reductoras, las
enen AcHo (pocillos a a fi presentan bandas que
sus dos cadenas. En los pací 1 los b,c,e y f
una banda de peso molecular equivalente a la
nEo en las muestras que se corresponden con la
(pocillos b y e), como en las que se aplican
buenidas en AcA 44 (pocillos c y dI. Estas
atocína son de distinta intensidad ya que la
no de los poci 1 los b y e, se corresponde con la
a reacción mientras que, en los pocillos c y
el porcentaje de proteina unida al anticuerpo.
Los r-esu 1 lb/idas; recogidos en estos (]4? les, en l ns que se
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Fig. 3.63. Análisis en PAGE—SOS de las fracciones obtenidas a lo largo del proceso de conjugación de los
anticuerpos NBr 1 y MLuCl con la restrictocina
Las distintas fracciones obtenidas a lo largo del proceso de conjugación y de purificación (apartado
2.7.5.1,) fueron analizadas, en primer lugar, en un gel en gradiente de entre un 5% p/v de
acrilamida, recogido en A (pocillos A—Sl y, en segundo lugar, en un gel en gradiente de entre un 10%
p/v y un 15% p/v de acrílamida, en condiciones reductoras (apartado 2.3.7.1,> recogido en 8 (pocillos
a—gb Las muestras aplicadas fueron las siguientes: pocillos A y a). anticuerpo MBr 1 (IgNí, pocillos
a y bí. materia! de la mezcla de conjugación entre NEr 1 y restrictocina, pocillos Cy c). MEr 1—
restrictocina, tras la filtración en Ultrogel AcA 44, pocillos O y dI. anticuerpo NLuC1, pocillos E y
e). material de la mezcla de conjugación entre SLuC1 y restrictocina, pocillos F y fi. NLuCI—
restrictocina tras la filtración en Ultrogel AcA 44 y pocillos Gy gj. muestras de restrictocina.
En los dos geles se indica el peso molecular de las proteínas utilizadas como marcadores (Mrx1O~3) y
su movilidad.
275 —
les nativos y restrictocina nativa permiten confirmar que durante
el proceso de con jugacídrí, no se observan cambios en la mobil idad
de las moléculas.
3.9.1.2. Purificación del conjugado MINT—5—u--sarcina
El anticuerpo monoclonal MINT-5, que reconoce un ep~topo de
la proteína de membrana que actua como receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGEr) (416), fue conjugada con la a—
sarcina. Para llevar a cabo esta conjugación, se eligió el SMPT
como agente bifuncional, ya que da origen a un puente disulfura
protegido del ataque de compuestos reductores.
En primer 1
observarse que
que ocurre con 1
alterada su movi
nativo (pocillo
ugar, según se recoge en la figura 3.64.
la muestras de HJNT-5—MPT (pocillo 2), al
os Acfros que se hacen reaccionar con SPDP,
lidad tras la reacción con respecto al ant
1).
Los grupos MPT incorporados fueron reducidos previamente a
la reacción de conjugación con la fracción o-sarcina—POP, el
material obtenido se analiza en el pocillo 3 de la figura 3.64.
B. Como puede observarse, la reducción de los radicales SH de
los grupos MPT, induce la dimerización de las moléculas de anti—
c u e r po.
El producto de conjugación fue cargado en una columna de
44, segun se describe en el apartado 2.7.5.2. y cuyo per
cromatográfico de elución queda recogido en la figura 3.64. A.
esta forma, fue posible separar la fracción de a—sarcina no un













sido referido anteriormente, las
44 en la misma fracción que AcHo no
que las diferencias de peso moleco
permite su resolución en la columna
hace que la actividad de las inmuno
ya que el AcHo libre compite en la
la superficie celular (359).
nmuno



















levaron a cabo distintos intentos de purificación de las
mas utilizando colorantes triazínicos inmobilizados en
matrices, como la Blue-Sepharose o el Affi-Gel £3lue
Pero, tras los estudios realizados sobre la ínterac—
las asíúergi unas con Cibacron blue, en los que se
que las proteínas no quedaban retenidas de forma
ía, hizo necesario recurrir a otras técnicas cromatográ-
Por tanto, el pico eluido de AcA 44 que contenía el conju-
gado MJNT—5--a—sarcina (pico 1 de la figura 3.64. A). fue sometido
a cromatografía líquida de alta resoluCión (HPLC) en una columna
de hidroxilapatatita. La columna se equilibró en tampón 0.01 M
fosfato potásico, pH 6.8 y el material retenido fue eluido con un
gradiente de fuerza íónica ente O M y 0.35 M NaCí, en el tampón
de equilibrada (ver apartado 2.7.5.2.>.


















Fig. 3.64. Análisis en PAGE—SOS de componentes de la mezcla de reacción de conjugación de NINT—5 con la a—
sarcina y filtración en ultrogel AcA 44 del producto de la reacción
A) En un gel en gradiente de poliacrilamida con una concentración de entre un 4% ph y un 151 p/v de
acrilamida, se aplicaron las siguientes muestras: pocillo II 3 ~gdel anticuerpo monoclona MINT—5
nativo, pocillo 2)3 Mg de 5151—5 tras la reacción con SMPT (apartado 2.7.3.2.) y pocillo 3). 4 ~g
del material obtenido tras la reacción de conjugación entre NINT—5—NPT y a—sarcina—PDP (apartado
2.7.5.2.1. La electroforesis se llevó a cabo en un sistema microprocesador automático Phastsystem
(apartado 2.3.7.3.). En el gel se indican los pesos moleculares de las proteínas utilizadas como
marcadores y su movilidad.
8) El material de la reacción de conjugación fue aplicado en una columna de Ultrogel AcA 44,
equilibrada en tampón 0.010 5 fosfato sódico (ver apartado 2.3.7.3.1 determinandose la densidad
óptica a 280 ini y a 343 ini. El grupo de fracciones que constituyen el pico [II,fue recogido y
aplicado en una colunina de HEA—HPLE (ver figura 1.55.>.
o
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Fig. 3.65. Cromatografia de intercambio iónico en hidroxilapatita en un sistema de cromatografía líquida de alta
resolución (HCA-HPLC) del material eluido de Ultrogel AcA 44 y análisis en PAGE—SOS de los picos
obtenidos
El pico [1]obtenido en la filtración en Ultrogel AcA 44 (figura 3.84.) del material de la reacción
de conjugación entre NINT-5 y la o—sarcina fue aplicado a una columna de HCA—HPLC, equilibrada en
tampón 0.010 H fosfato potásico, pH 6.8 (apartado 2.1.5.2.). La columna fue eluida con un gradiente
de fuerza iónica entre 0.001 Ny 0.350 5 del mismo tampón de equilibrado (8(t)) y a partir del
perfil de elución, representado en A>, se recogieron tres grupos de fracciones o picos denominados
como [11,[21y [3].
8) El material de estos picos fue analizado en PAGE—SOS, utilizando un ge) de poliacrilamida en
gradiente con una concentración de acrilamida de entre un 4% p/v y un 15% p/v y que fue desarrollado
en el sistema microprocesador automático Phastsystem (apartado 2.3.7.3.). En el gel se aplicaron 3 ~g
de) pico [1]y fi uy de los picos [2]y 13]. En el gel se indican los pesos moleculares de las








banda de moví 1 ¡dad
nativo (pocillo U.
bandas de mayor peso
que se corresponden
naturaleza
en la figura 3.65. 8.
pico 1 de la aromatogra
y peso molecular equiva
mientras que las fraca
molecular <pocillos 2




iones 2 y 3 contí e¡ien
y 3, respectivamente),
agregados de distinta
Las bandas correspondientes con la molécula de
de las fracciones 2 y 3, presentaron pesos molecu
mente distintos. Aunque este hecho no ha sido
aclarado, puede estar en relacción con el número
toxinas unidas a MINT—5, de manera que, en la
encontrarían las inmunotoxinas que contienen una
o—sarcína y, en la fracción 3, aquellas que contí
por molécula de AcHo, ya que como se describe a





















Cálculo de las relacciones moleculares entre los compo-
nentes de las inmunotoxinas
La determinación del número de moléculas de toxina
molécula de anticuerpo manoclonal, se realizó por e
tométrico de los geles de poliacrilamida (PAGE—SOS
ciones reductoras, según se describe en el apartado 2





En las i,ímunotoxinas realizadas con AcMo unido a
que se utilizaron 5 veces exceso molar de aspergili
número de moléculas de toxina unidas por molécula de
osciló entre 1,8 y 3.5.
En el caso de MINT—5—MPl, se


















njugación, se estudió comparativamente
de los AcHos a las lineas celulares,
uríidn con las toxinas. Como puede observ
de los conjugados presentaron niveles de
al o superior al 85%), en el conjugado
el anticuerpo mantiene un 70% de su capac
antígenos expresados en la membrana
las inmunatoxínas Hoy 18—restríctocina y
ven reducida su actividad por encima del











presentaban una re lacc í6n tox ina/AcHa í gua
Según estos resultados, es posible observar que la unión
un número excesivo de moléculas de toxina puede provocar
modificación de la afinidad de los AcHos, que no son capaces
reconocer con igual eficacia las antígenos contra los que
sido sintetizados. En este caso, generalmente, un número
moléculas de aspergí ma superior a 2, puede dar lugar a











































fabla 3.18. Características de las inaunotoxinas sintetizadas con las aspergilinas
En la tabla se recogen algunas de las características de las inmunotoxinas sintetizadas con la
restrictocina y con la o—sarcina (apartados 2.1.5.1. y 2.1.5.2.). En la tabla se especifica el
conjugado <columna primera) y la célula diana cdrrespondiente (segunda columna). La relaccién entre
el número de moléculas de toxina conjugadas por molécula de anticuerpo monoclonal (tercera columna)
se determinó por densitoretria de los geles de poliacrilamida (PAGE—SOS), según se describe en el
apartado 2.7.8. LI porcentaje de actividad de unión de cada conjugado a su célula diana (columna
cuarta), se determiné por RíA en fase sólida (apartado 2.8.2.2.1.). Se consideró como 1001 de unión,
el número de cuentas por minuto unidas a la célula cuando estas se incuban en presencia del


















2.9.2. Estudio de unión a células de las distintas fracciones de
ca nj u g a c i ó ti
3.9.2.1. Determinación
superficie de
de la especificidad de unión con
las lineas celulares
La alta especificidad de reconocimiento de
tumorales que expresan un determinado antígeno es
ventajas más destacadas que presentan las inmunotox
Par este motivo, fue necesario comprobar que las
sintetizados mantienen la especificidad de unión






En las figuras 3.66. a 3.68.,
fijación a células de los AcMos, de las
las inmunotaxinas derivadas de ellos.
sido realizados incubando, en cada caso,
líneas celulares diana y no diana con can
cada una de las tres fracciones, tras lo
tratados con alícuotas radiactivas de un
reconoce el fragmento Fc de las cadenas
ratón, denominado a—7S, y antisueros




















según el procedimiento experimental











En la primera figura (fig.
obtenidos can las muestras
restrictocina sobre célula de
antígeno reconocido por MAr 1












sobre 3W 626 que
Como puede observarse, las tres fracciones interaccionan con
MCF 7 de forma específica, presentando niveles de unión equiva-
lente (figura 3.66. A). Mientras que las curvas de unión de MBr 1
y MBr 1—restríctacína son practicamente superponible, la fracción
SlBr 1-POE presenta aproximadamente un 10% de fijación inespecí—
fica con las concentraciones mayores ensayadas (3750 ng/mí), que
se refleja en el mayor número de cuentas por minutos fijadas de
esta alícuota MC$’ 7 y en la unión a 3W626 (figura 3.66. C). Esta
interacción inespecifíca ha sido relaccíanada con la alta reactí—
vídad que presentan los grupos SI-] con otras grupas presentes en
la membrana celular (333).
La presencia de la restrictacina sobre
de MCE ¡ se puso de manifiesta cuando se ut
conejo contra la mi tag i 1 1 i na ( figura 3.65.
única fracción reconocida es la inmunotoxí








zó un antisuero de
En este caso, la
lo que demuestra
medio de cultivo
Los niveles de unión inespecífíca de las tres fracciones con
las células de 3W 626 no superaron, en níngun caso, el 20% de la
fijación a MCE 7. Iguales resultados se han obtenidos sobre otras
líneas celulares, como se recoge en la figura 3.69, para una
concentración de 7 mM de MAr 1 y para igual concentración de MAr
1—restríctocína. En esta figura se recogen tambíen los valores de
fijación sobre las distintas lineas celulares de la inmunotaxína
MEr 1—PCA, sintetizada según se refiere en el apartado 2.1.5.3. y
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Fig. 3,66. Curvas de fijación de las fracciones MOr 1, MOr l—PDP y NEr 1—restrictocina a CF 1 y 5W 625
Células de las lineas celulares NEF 7 lA y 8) y SW 626 (E y DL fueron incubadas con
concentraciones de cada una de las fracciones, tras la incubación, en los cocí líos se
al cuotas de ‘ni--o-lS A y El e ‘~ l—o—s’togí lina (8 y O>. Fn las gráficas se representa
de cuentas por minuto fijadas a los cocí los, para cada una de las concentraciones de
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Ng. 3.61. Curvas de fijación de las fracciones Mov II, Mev l7—flP y Mcv I1—a—aarcina a OvCa 432 y Melo
Células de las líneas celulares GvCa 432 (AyBl y Melo (Cy O), fueron incubadas con distintas
concentraciones de cada una de las fracciones descritas. ¡ras la incubación, en los pocillos se
añadieron alícuotas de l?1¡~a~1S (A y Ci e ‘‘‘l—o—o—sarcina (B y Dl. En las gráficas se representa el
número de cuentas por •inuto fijadas a los pocillos, para cada una de las concentraciones de proteína
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Fig. 3.68. Curvas de fijación de las fracciones Mcv II, Mcv 17—POP y Mov l1—n—sarcina a EF 1
C6lulas de la Unes celular EF 1, fueran incubadas con distintas concentraciones de cada una de las
fracciones indicadas, tras la incubación, en los pocillos se añadieron alícuotas de “‘1—a—lS (E) e
1111—o—o—sarcina <FI. En las gráficas se representa el número de cuentas por minuto fijadas a los
pocillos, para cada una de las concentraciones de proteína ensayadas. El procedimiento eKperiaental
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Resultados similares se obtuvieron
rea izados con M<~V 1 ?—o—sarc í na sobre 0v
y E) y sobre MCL 7 (figuras 3.68. E y E)
o diana, y sobre MeWo (figuras 3.67. E

















fracciones ensayadas, MOV 17, Hoy 17-POR y Hoy 17—o—
presentan pequeñas diferencias en su capacidad de unión
células diana OvCa 432 y MCE 7 (figuras A y E), que para
de las concentraciones ensayadas llegaron a ser hasta de
Tambien pudo constatarse como el antisuero contra la o-
reconoce especificamente a la proteína, presente en las
xinas, cuando esta interacciona con la superficie de las
relevantes.
Los niveles de fijación obteni
ciones sobre MCF 7 (figuras 3.68.
obsevados sobre OvCa 432 (figuras 3.
puede estar relacionado con la menor
y el menor número de receptores que
con respecto a OvCa 430 (ver tabla 3
dos para las distintas frac-
E y E) fueron menores que los
67. A y 8). Este resultado
capacidad de internalización
presenta MCE 7 para MEr 1
.16).
Por tanto, según los resultados obtenidos, las inmunotoxinas
sintetizadas reconocen específicamente las lineas celulares
contra las que van dirigidas, presentando una capacidad de unión
similar a los anticuerpos manaclonales. Sólo se observan peque-
ñas van aciones con las mayares concentraciones ensayadas que
pueden ser atrihuidas a interacciones inespecÍficas de estas
moléculas con la superficie celular. En las células no relevan-
tes, que no expresan el antígeno correspondiente, los niveles de
fijaciones inespecificas no superaron el 20% de la unión total
(ver figura 3.69).
3.9.2.2. Estudios de competición de
celular de las inmunotoxinas e
unión a la superficie
intermediarios con SiBrí
La especificidad de los anticuerpos monoclonales y de las
inmunotoxinas sintetizadas con las aspergilinas fue tambien
estudiada en experimentos de competición con distintas fracciones
relevantes y no relevantes, según el método descrito en el
apartado 2.5.2.2.
Como puede observarse en la figura 3.70. A, la fijación a
células de MCL ¡ de una muestra de 0.1 nM de ‘251-MSr 1 esinhibida casi completamente por las muestras de MEr 1, MBrl—POP y
MEr 1--restríctocína cuando se utilizan concentraciones equiva-
lente. Las concentraciones necesarias de las tres fracciones para
desplazaran el 50% de las cuentas de ‘251-MBrl fijada a la
membrana celular, resultaron ser muy similares, cifrandose en 8
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Mg. 1.69. Actividad de unión de NBr 1, NHrl—restrictocina y MBr 1—REA a distintas líneas celulares
la valoración de a actividad
sólida, según se describe en
una concentración de 7 n$ de
figura se recoqe el núw~ero
distintas líneas celulares.
supeid el nlor de 400.
de unión de cada una de las fracciones fue detenuinada por RÍA en fase
el apartado 232.2.1. Fn todos los casos, las celulas se incubaron con
cada proteína. tnas lo cual se añadió una alicuota de lflJ.
0..j5 En la
de cuentas por rínuto obtenido para cada una de las fracciones en las
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HT-144
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Hg. 3.70. Estudios de competencia entre la unión del anticuerpo ¡onoclonal NSr 1 y distintas fracciones a
células de la mes celular CF 7
Al Las células fueron incubadas con una cantidad constante de ~ l—NBr i 0.1 nM> a la que se le
añadieron distintas cantidades de las fracciones ~Br 1 nativo, NBr l-POP, ~Sr 1—restríctocina, ~ov 2
nativo y Mov 2—PDP. Iras tres horas de incubación, se determinó el porcentaje de ínhbición de la
fijación de la muestras del anticuerpo ~Sr1 marcado a las células. Eomo 100$ de unión, se consideró
el número de cuentas por minuto unidas a células incubadas sólo en presencia del anticuerpo marcado.
8> Las células fueron incubadas con una cantidad constante de >5l-~Ar l-restrictocina (10 nNl
nezclado con distintas cantidades de las fracciones NBr 1 nativo, $Br l-PDP, Nov 2 nativo y i4ov 2-
POR. En este caso, tambíen se deterr~nó el porcentaje de inhibición de la fijación de radiactividad a
las células, considerando el 001 de fijac~on el número de cpm unidas cuando las células se incuban
sólo con el conjugado marcado.
Los detalles evperírentaies de los orocetírientos de RÍA seguidos, se lescríben en el apartado
2.10.2.2,
Mí o 1 AcMa Mcv 2. de c9—PUP >ou apaces de inhibir
MBr 1 iii ir ( ifios . í os val ares
gura /E E, para (‘star
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3.323. Actividad de las inraíunotoxinas
3.3.3.1. Actividad de inhición de síntesis de proteínas en
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las distintas fracciones obtenidas a
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tabla 3.19., donde tambien se indica
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Los porcentajes de inhibición de síntesis obtenidos para las
siguientes fracciones ensayadas, MOr 1-POP + restríctocína—POP,
con un 55.5% de inhibición y Mor 1—restrictocina, con un 63.5%,
estan ‘en -concordancia con’ la concentración de r-estríctocína
utilizada (0.5 pg -en la reacción, que corresponden--con una
concentración de proteina de 6.0 x 10 -‘ $1). Mientras que 5 ~ de
restríctocína y restrictocina-POP (6.0 x 106 Mí, inhiben comple-
tamente la síntesis de proteínas, según se recoge en la tabla
2 . 1
Estos res-u’ltados así--como
las fracciones de la cromatog
MINf—5—o-sarcina (ver tabla 3.20
aspergi 1 mas a los anticuerpos
capacidad de actuación sobre las
los experimentos realizados
rafia en HCA-HPLC del conju
confirman que la unión de
monoclonales, no dificulte
r i bosamas -
Como puede observarse en los valores
3.20., en condiciones río reductoras, el
presenta mayor actividad que la o-sarcí
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Tabla 3.19. Inhibición de la síntesis de proteínas en sistema libre de células de las fracciones obtenidas
durante el proceso de conjugación de Mr 1 con la restrictocina
En la tabla se recogen los porcentajes de inftibición de síntesis de proteínas en usado de
reticulucitos de coneja, con respecto al control de síntesis, según se describe en el apartado
?.IO.I.1. Fa todos los casos, se añadieron a la reacción de síntesis 5 ¡ig de proteína total de cada
una de las fracciones, en las que se estimé la cantidad correspondiente a la restrictacína.
Tabla 3.20. Inhibición de la síntesis de proteínas en sistema libre de células de la o—sarciria y de los picos
eluidos de la columna de MCA-l4P~C utilizada en la purificación de la insunatorina MINT-6-n—sarcina
En la tabla se recogen los valores de [Ci.,definidos como concentración de proteína necesaria para
inhibir el 50$ de la síntesis de proteínas. Los valares recogidas en la tabla, se obtiene por
interpolación en las curvas dosis—respuesta de cada una de las muestras ensayadas, en las siguientes
condiciones Al en presencia da 5% y/y de ?—~—aercaptoetanol y 83 en ausencia de mercaptoetanal. Los
picos [IIy [2]se corresponden con los obtenidos en la cromatografía en >4CA—IIPLC de la muestra del
conjugados NINT—5—o—sarcina, que aparece en la figura 3.66. El procedimiento experimental seguido se
describe en el apartado 2.10.1.1.











































pico 3 HCA--HOLC 25.0 47.0
inmunotoxina presentes en dicha fracción se reducen can una
concentración de 5% y/y de 2--13--mercaptoetanol (tabla 3.20. 8) ya
que la o—sarcína se libera de la molécula de anticuerpo. Esta
evidencia hace pensar en que la actividad de esta toxina puede
verse ligeramente favorecida cuando se encuentra unida al anti-
cuerpo monocional, debido a que encuentra un anclaje en la
molécula de inmunoglabulina.
3.9.3.2. Actividad citotóxica de las inmunotoxinas
La actividad citotóxica de las inmunotoxinas fue estudiada
en las distintas líneas celulares relevantes y no relevantes
para el anticuerpo monoclonal. En todos los casos, se determina-
ron los valores de ¡Oso que fueron comparados por los valores
obtenidos para la toxina correspondiente sobre cada una de las
líneas celulares. Tambien se determinó, como control negativa, la
capacidad de las anticuerpos monoclonales para inhibir la sinte-
sís de proteínas en las células. El procedimiento experimental
queda recogido en el apartado 2.10.2.3.1.
Todas las inmunotoxinas resultaron activas en mayor o menor
grado sobre sus células relevantes, excepto MLuC2—restrictocina,
y en todos ellos se observó que la actividad de las aspergilinas
aumentaba cuando estas se unían a una molécula de anticuerpo
manoclonal. El aumenta de la citotox~cidad de las inmunotoxinas
con respecto a la toxina nativa, fue determinada como valor de
Indice terapéutico, definido como el cociente entre el valor de
1050 obtenido para el conjugado y el valar de ICso de la toxina
aislada sobre la misma línea celular.
3.9.3.2.1. Actividad citotóxica de las inmunotoxinas sintetiza-
dos con restrictocina
La actividad citotóxica de los cuatro
restrictocina que mantuvieron una actividad
células diana superior o igual al 70% (ver
determinada en las líneas celulares en cultivo.
Cama puede observarse en la figura 3.71. A
donde se recogen las curvas de inhibición
proteínas de rAEr 1, MBr 1-PDP, restríctocína y
cina sobre MCE 7, la fracción más toxica
conjugada. mientras que rAEr 1 y rAEr 1 —PDP no
ninguna de las concentraciones probadas (entre 0.
x ~~-9 rA).
Se obtuvieron resultados equí
conjugados testados (rAEr 1-Res, MLuCí
recoge en la tabla 3.21., en donde
presentaban valares de ¡050 inferi
magnitud a los obtenidos con la toxi
presentaron actividad sobre las líne
las concentraciones ensayadas (entre
los porcentajes de inhibición de sin
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líq. 3.71. Curvas de inhibición de síntesis de proteínas de MAr 1—restríctocina y MAr l—RCA en MCFT
Células de la línea MCFI han sido incubadas en presencia de distintas concentraciones de cada una de
las fracciones indicadas, determínándose en cada caso el porcentaje de inhibición de la síntesis de
proteínas. En Al se recoqen los resultados obtenidos con $Br 1 restrictocina ><Br 1—restríctocína,
en Rl los obtenidos para las fracciones MAr l-PDP, RCA y M~ri-RCA. Coro valor 00$ de sintesis de
proteínas se consideró el número de cuentas por minutos de leucina Enriada Incorporadas a células
no tratada con nineuna de las muestras. El orocejímiento experimental se describe en el apartado
2. Li.?.). 1. Fn ambos casos se indica el valor del incide terapéutico ( HL KJ . definido como el
cociente entre el vai-or de Cío obtenido para la coima y el Cíe coteniúc para el con~uqado.
st
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Uy. 3.12. Curvas de inhibición de síntesis de proteinas de NBr 1—restrictocina y ~ovl7—o—sarcina en MCF 1
Células de la línea ~CFThan sido incubadas en presencia de distintas concentraciones de cada una de
las fracciones indicadas, determinándose en cada caso el porcentaje de inhibición de la sintesis de
prote~nas. En Al se recogen los resultados obtenidos con MAr 1, restríctocína y MAr 1—restríctocina,
en 31 los obtenidos para las fracciones Mov II, o—sarcína y $ov l1—o-sarcína. Coso valor 1001 de
.sintes¡s de oroteinas, se consideré el número de cuentas por minutos de leucina tritíada incorporadas
a ce1ulas no tratada con ninguna de las muestras. II procedimiento experimental se describe en el
apartado 2.IC .ti .1. Fn ambos casos se indica el valor del incide terapeutíco ILI CII definido
coro el cociente entre el valor de 1C50 obtendo para las toxinas el ¡Ci. obtenido para las

























































Tabla 3.21. Estudio de la actividad citotáxica de las inmunotoxmnas sintetizadas con la restrictocina en
distintas lineas celulares
En la tabla se recogen los valores de 1C~, obtenidos para las inmunotoxinas realizadas con la
restrictocína en comparación con los obtenidos para la toxina nativa, sobre las distintas lineas
celulares diana y no diana. En cada caso se indica el valor de indice terapeutíco obtenido sobre las
células diana calculado segín se define en el texto (apartado 3,9.3.2.1.1. La ausencia de valor
índica que los conjugados presentaron sobre a célula correspondiente valores de inhibición de
síntesis de proteínas inferiores al 201, por lo Que no se pudo calcular el ICia . n.a. indica los
casos en Que no es posible llevar a cabo el cálculo del indice terapeutíco. Los detalles
experíaentalesse descr¡benenei anartado2.tC.?.3i.
— 293
obten í do crííí MLuC 1— restr í cLac iría sobre MCF Y y un valar de
1 5¿3L3 nara hE’ 1 sobre la misma 1 inca ce lii lar.
cistos valoras de actividad resultan ser muy símí lares a la
mayoría de las conjugados que han sido realizados con distintas
toxinas de origen vegetal o con toxinas bacterianas, y algunos
de cuyos eJemplas quedaron reflejados en la tabla 1.3. (366—369).
Aunque han sido descritos factores de potenciación de la activi-
dad superiores a 0.000 veces para inmunotoxínas realizadas con
la cadena A de la ricina sobre células de tumores de origen
linféide (412), los resultados obtenidos puede consíderarse muy
interesantes, teííiendo en cuenta que se han utilizado células
tumarales de distinto origen y, en todos los casos, pertenecien-
tes a tumores sólidos.
Así, según se recoge en la figura 3.71. 8, rAEr 1-restricto—
cina presentó un mayor nivel de citoxicidad sobre MCE 7 que el
conjugada MBr 1—PCA, con valores de ICso de 0.0065 x 106 rA para
el primero y 0.013 x 106 rA para el segunda, que se corresponde
con índices terapéuticos de 1.540 y 200, respectivamente.
El conjugado MLuC2—Restrictacina no presentó actividad sobre
la línea tumaral 81-29, célula diana o relevante para el
anticuerpo monoclanal . Esta falta de actividad fue explicada en
base a los datos que sobre la internalización del anticuerpo
manoclanal MLuC2 en HT—29 se tienen. Según se recoge en la tabla
3.16., el anticuerpo presenta un porcentaje de unión a la célula
de un 19% y, en las experimentos de microscopia electrónica, no
















de NH4Ci y a
inhibieron 1
efecto no se
fi or a 5
Efecto de la monensina y el cloruro amónico en la
actividad citotóxica de los conjugados rAEr 1—Restric--
toc i na
de íanófaros (380) y de agentes lísasomotrópicos
actividad de las inmunotoxinas fue ensayado para
nas MBr 1—restrictacina sobre células de MCE 7,
método descrito en el apartada 2.10.2.3.3.. Para
as se incubaran con el conjugado, en presencia de
tidades de NH¿Cl (10 nrA, 20 nrA y 40 mM) y de
nrA, 100 nrA y 500 nrA). En las casos en que fue
determinó e! valor de fCso y se calculé el indice
sequn ha sido exo í i cada. Los resu 1 tados obtenidos
a taL la 3 . 22
mer lugar, se determínó el efecto de ambas agentes
células de MCE 7, en ausencia del conjugado a das
intos de incubación. Coma puede observarse, cuando
se incubaron can concentraciones superiores a 20 mM
100 nrA de manensina durante 20 horas, ambos agentes
a síntesis de proteínas en más de un 50%. Este
observó cuando el tiempo de incubación se redulo a 3
La actividad de rAEr 1-restrict,ocina no se vio inc
cuando se u t. 1 ¿aran ambos agentes a cancenurac iones
afectan a la síntesis de nrate i nas . de manera aue os




































de MBr —restrictocina sobreTabla 3.22. Efecto de la monensína y el cloruro amónico (NM4CII en la actividad
CF 7
tas células de la línea CFi fueron incubadas durante 3 horas y 20 horas con concentraciones
decrecientes de MBr -restrictocina en presencia de distintas concentraciones de NH<CI y ¡onensmna.
En la tabla se recogen los porcentajes de síntesis de proteínas observados cuando las células fueron
incubadas sólo con arbos agentes (columnas 1 y 31, los valores de ICia obtenidos en cada caso para
el conjugado en presencia o ausencia de los agentes (columnas 2 y 41 y el indice terapéutico
calculado en cada caso columna SI. n.a. indica los casos en que no es posible llevar a cabo el
cálculo del índice terapéutico ya que los niveles de cítotoxicídad eran bajos, y la ausencia de



















obtenidos can el conjugada.
Estos resultados permite aventurar que la acidificación
citoplasma, mecanismo necesario para que algunas toxinas como
ricina ola toxina diftérica, manifiesten su actividad enzi




de las inmunotoxinas real izadas
La actividad de
fue estudiada de fo
recogen en la tabla 3
3.75.
las inmunotoxinas realizadas
rma similar. Los resultados
.23. y en las figuras 3.72.
con a—sarcina
obtenidos se
8. y 3.73. a
Estos conjugados resultaron activos sobre sus células diana,
y no presentaron actividad en células no relevantes. En este
caso, las moléculas que presentaron mayor actividad fueron las de
MINT—5—o--sarcina sobre las células de A 431 (ver tabla 3.23.).
Las dos fracciones obtenidas a partir de la cromatografía en
HPLC—HCA (ver figura 3.65.), presentaron niveles de toxicidad muy
elevados, con valores de 1050 de 0.0003 x 106 M (3.0 x 10 -‘0M)
para el pico 2 y de 0.0006 x 10-6 rA (6.0 x 10-~ it para el pico
3, can índices terapéuticos de 16.666 y 8.333, respectivamente.
El conjugado rAov 17—a-sarcina presentó un valor de indice
terapéutico sobre OvCa 432 de 2.000.
nivel de actividad mostrado por ambos conjugados
realizados can a—sarcína, fue
un segundo paso de purificación
que otros parámetros como la
ambas líneas celulares (OvCa
inhibición de síntesis de pr
porcentaje de internalización
similares (ver tabla 3.16.). L
ambos es el distinta número de
dos por el AcrAo, que aparecen e
líneas celulares y que han sido
en OvCa 432 y en 1.300.000 para
reí accionado con la utilización de
aplicado a MINT-5—a-sarcina, ya
citotoxicidad de la proteína en
432 y A 431 ) determinada como
oteinas (ver tabla 3.23.) y el
de los AcMos MTNT—5 y MoV 17 san
a única diferencia observada entre
moléculas de antígenos reconoci—
xpresados en la superficie de las
estimados en 800.000 para SIoV 17
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de los resultados obtenidos
Los resultados











La relacción entre el número de receptores para
de crecimiento (EGEr) presentes en la superficie celu
actividad de MINT-5—a—sarcina quedó demostrada cuando
gado fue probado sobre líneas celulares que presentan
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Fig. 3.73. Curvas de inhibición de síntesis de proteínas de Mev 17-u-sarcina en MCE ¡y en lleVo
Células de a línea MCE 1 y lleVo, han sido incubadas en experimentos Independientes, en presenca de
distintas concentraciones de cada una de las fracciones indicadas en las figuras, determinándose en
cada caso el porcentaje de inhibición de la síntesis de proteínas. En Al se recogen los resultados
obtenidos con Mev II, o-sarcína y Mov ll-a-sarcina sobre CF 7, en Rl los obtenidos para las
fracciones Mev 11, 0-sarcina y para el conjugado Mov l¡-o—sarcína sobre las células de la línea MeVo.
Como valor 1001 de síntesis de proteinas, se consideró el número de cuentas por minutos de leucina
trítiada incorporadas a células no tratada con ninguna de las muestras. FI procedimiento experimental
se describe en el apartado 2.10.2.3.l. En ambos casos se indica el valor del incide terapéutico
[1.1.) 1 <211, definido como el cociente entre el valor de ¡Ci. obtenido para las toxinas y el lCsc
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Fig. 3.74. Curvas de inhibición de síntesis de proteínas de M[N¡—5—o-sarcina en A 431
Células de la línea A 431 han sido incubadas en presencia de distintas concentraciones de cada una de
las fracciones indicadas, determintodose en cada caso el porcentaje de inhibición de la síntesis de
proteinas. En Al se recogen los resultados obtenidos con $lMi—5, 0-sarcína y el denominado pico [2]
de HCA—HPFC (ver figura 3.65) y en 6) se repiten las curvas de MJÑ1-5 y o-sarcina, junto con el pico
[II de HCA—HPLC. Como valor 1001 de síntesis de proteínas, se consideró el número de cuentas por
minutos de leucina tríflada incorporadas a células no tratada con ninguna de las muestras. En ambos
casos se indica el valor del índice terapéutico 11.1.> Cl, definido co~ el cocIente entre el lC~a
obtenido rara la toxina el lCse obtenidos para el conjugado, tos picos [2)y It:, se corresponden
con aquellos obtenidos en la cromatografía de NJNI-S—a-sarcina en una columna de HCA-N?tC, cuyo
anAl isis sc recoge en la figura 1.65. FI Procedimiento experimental se recose en el apartado
?jiC’.?’Li.
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Fig. 3./5. Curvas de actividad del conjugada MINT—5—a—sarcina sobre A 431, determinada como inhibición de la
proliferación celular
En la figura se representan los porcentajes de inhibición de la proliferación celular cuando células
de la línea celular A 431, son incubadas con distintas concentraciones del anticuerpo anoclonal
lllNf—5, a—sarcina y las fracciones [21y [31obtenidas en la elución de la columna de
hidroxilapatita (HCA-HPtC) seg6n se recoge en la figura 3.65. El procedimiento experimental se
recoge en el apartado 2.10.2.3.2.
tabla 3.25. Valores de actividad citotóxica de las distintas fracciones determinadas como inhibición de la
proliferación celular
En la tabla se recogen los valores de [Ctaexpresados en concentración mícromolar (NilO-’> obtenidos
para cada una de las fracciones ensayadas, sobre células de la linea A 431. El procedimiento
experimental de determinación de citotoxicidad se recoge en el apartado 2.10.2.3.2.
o--
- 300
Como puede abservarse, la inmunatoxina no resulta activa ni
en las células de la línea HT—29 que presentan 650.000 receptores
por célula, ni en las células de MeWo, que no expresan el EGFr.
Sin embargo, muestran un alto nivel de toxicidad en células de la
linea A 431, que expresan más de un 1 millón de moléculas del
receptar.
Una observación similar puede hacerse con respecto al resto
de las inmunotoxinas y sus células diana correspondientes, ya que
el número de moléculas de antígeno reconocido por el AcMo, en la
superficie de las células está comprendido entre 800.000 y
1.500.000 (ver tabla 2.4.). Estas diferencias pueden contribuir
decisivamente a la actividad de las inmunotoxinas, aunque existen
otras razones como el número de moléculas de POR o MPT por
molécula de AcMo, el número de moléculas de toxina o la













según se recoge en la figura 3.75. y en la tabla
la actividad de las dos fracciones obtenidas en
sobre la línea celular A 431 fue determinada como
la proliferación celular, pudo observarse como
s se manifiestan mas activas, observandose
orden de magnitud con respecto a los valores
os experimentos de inhibición de la síntesis de
el pico 2 se obtuvo un IC5o de 3.0 x 10íí rA
x 10-lo rA en los experimentos de inhibición de
mas, similar resultado se obtuvo para el pico
Una vez más parece ser importante el método de
de la actividad de estas moléculas a la hora de
resultados obtenidos.
3.9.3.3. Actividad in vivo
de neutralización
nu/nu Balb/c
La actividad in vivo del
probada en ratones de la cepa nu
son inoculados por vía intraperi
de células de una línea tumoral
células son capaces de crecer e
origen a nódulos de infiltración
amatar al animal(437,438).
En este caso, se estudió
para neutralizar el desarrollo d




de MBr 1—restrictocina. Experimentos
del desarrollo de tumores en ratones
conjugado MBr 1—restrictacina fue
mu Babl/c. Cuando estos animales
toneal con un determinado número
es posible observar como las
n el peritoneo del ratón, dando
en distintos órganos que 1 legan
la capacidad de la inmunotoxina
el tumor, incubando células de la
distintas fracciones, según el
en el apartado 2.11.4.
Según se recoge en la tab
con células tratadas con una
restrictocina, se observó una
ción del tumor cuando estos
animales control, inyectados
de cultivo. Das de los 6 ra
alguno del tumor, míeo tras
la 3.26., en las ratones
concentración de 30 nrA
dástrica reducción en 1
eran comparados con el
con las células de MCE
tanes no presentaron
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3, 3, 3, 3, 3, 2
3, 2, 2, 3, 2
3, 2, 1, 2. 2
0, 0. 1. 1, 1, 2
Tabla 1.26. Actividad di vivo de la inmunotoxina $Br 1—restrictocina, determinada como ensayo de neutraliza-
ción del desarrollo de tumores en ratones nu/nu Balb¡c
Alícuotas de SxlO’células de CI 1 fueron incubadas con MBr 1 (30 nM>, restríctocina (60 nN> y MAr
1—restrictocína (30 nN> o en medio de cultivo, e inoculadas en ratones nu/nu Salb/c, según se
describe en el apartado 2.11.4.. Cuando los ratones estaban moribundos o a las E semanas de la
inoculación, estos fueron sacrificados y se examinó el grado de desarrollo de tumor en los distintos
órganos. El grado de crecimiento del tumor fue determinado según la siguiente escala: O, no se
observó crecimiento: 1, un solo nódulo de 2mm ó 3 ma de diámetro o una pe~ue~a infiltración en un
órgano; 2, infiltración del tumor en más de un árgano; 3, infiltración masiva del tumor en más de un
árgano, con nódulos de 5 mm de diámetro.
Para cada una de las muestras se deterainó la capacidad de inhibición de la sintesís de proteinas en
células de la línea MCF 1 en cultivo, según se describe en el apartado 2.iO.2.3.l.
2.83±0.40




pequeFios nódulos de crecimiento en la cavidad intraperitoneal.
Por el contrario,
tratadas con una concen
ío--~ M), no se observaro
crecimiento del tumor
suficiente para inhibir
La muestra de MAr 1
actividad tanto en los
los realizados ír vivo,
en los ratones inoculados con células
tración de 60 nrA de restrictocina (60 x
n niveles significativos de reducción del
ya que la cantidad de proteina no es
la síntesis de proteínas en las células.
(30 mM) presentó un cierto nivel de
experimentos realizados mn vitro como en
este hecho puede estar en relacción con
la capacidad de inhibición de a
proliferación celular que manifiestan
incluso, con la inducción de una respuesta
por activación del sistema de complemento
hecho referencia en la introducción.
intesis de proteínas y de
distintos AcMos o,
inmune en los animales
460) a la que ya se ha
303 -
4, Discusión general
4.1. Características de las aspergilinas
El principal objetivo de esta tesis ha sido el estudio de
las características de las aspergilinas para su utilización en
la síntesis de inmunotoxinas dirigidas contra células tumorales.
Dos de las proteínas incluidas en esta familia de
Aspergillus, la a—sarcina, aislada a partir del medio
de A. giganteas MOH 18894 (40), y la restrictocina, a
medio de cultivo de A. restrictas (191), han sido
químicamente con anticuerpos monoclonales que reconocen
expresados en la superficie de distintas líneas
humanas de origen epitelial (12,13,24,265,266,276,414,41
La elección de las aspergilinas ha sido hecha, en
por dos razones específicas. En primer lugar, por la
lidad en nuestro laboratorio de muestras de las
originariamente aisladas por Olson, y de la posterior
ción de la proteína a partir de los medios de cultivo













Schindler y Davies, en 1977 (202)
(200), describen como las tres proteínas rompen
mento en el ARNr mayor de los ribosomas de
polisomas de hígado de rata. Porteriormente, a
años 80, Endo y col (45,193,205) atribuyen a
hidrólisis de un puente fosfodiéster entre las
4326 en el ARNr 288.
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Al analizar las características estructurales y funcionales
las aspergilinas, es posible deducir que estas toxinas presen—
interesantes ventajas sobre otras proteinas tóxicas utiliza—
















primer lugar, están compuestas por una única
dica con un peso molecular de aproximadamente la
presentan las toxinas de una sola cadena o la
toxinas bicatenarias (aproximadamente 17.000







de la ventaja que esto supone en ciertos aspectos,
unogenicidad o su capacidad de difusión a través de
sus pequeñas dimensiones permite obtener inmunoto-
porcentaje de sustitución comprendido entre 1.3 y 2
toxinas por molécula de AcMo, según se recoge en la
tanto para anticuerpos de clase IgO (MoV 18, MLuCí o
de clase tgM (MBr 1). Este grado de sustitución no
tar a la actividad de unión de los anticuerpos












Una segunda ventaja de las aspergilinas con respecto a la
cadena A de la ricina y a otras proteínas glucosiladas es,
precisamente, el hecho de que estas proteínas carezcan de
hidratos de carbono en su molécula (232). La eficacia de las
inmunotoxinas hechas con ricina y con su cadena A se ve
disminuida debido a que esta proteína presenta en su molécula
sitios de unión a restos de manosa de la superficie de distintas
células. Dicha unión, in vitro, podría dar origen a una barrera
energética que bloquea el paso de la proteína a través del núcleo
lipídico de la membrana celular (379) e, in vivo, es una de las
posibles causas del rápido aclaramiento en sangre de la proteína
(380).
Se han llevado a cabo numerosos intentos para eliminar las
interacciones inespecíficas de la cadena A de la ricina (RCA),
como la deglucosilación química de la molécula (69,330) o la
utilización de ACA recombinante libre de hidratos de carbono
(91), pero no ha sido posible eliminarías por completo. Por otro
lado, han sido descritas interacciones de las moléculas de
inmunotoxinas realizadas con RCA deglucosilada con macromoléculas
presentes en el plasma, tales como la a2—macroglobulina (381).
Muchas de las toxinas
cadena son también glucoprote
de Bryonia dio loa (52) o de
(57). Por tanto, la apli
presentará los mismos probí













vegetales compuestas por una sola
mas, como es el caso de la briodina
la gelonina de Gelonium mu7tiflorum
cación de estas toxinas, in vivo,
emas que han sido descritos para la
vados de la presencia de hidratos de
estudios de farmacocinética y de distribución en
zados en conejo, los parámetros obtenidos para
fueron distintos, según se recoge en la tabla 3.15.
de vida media de la fase de eliminación, ti/2I3, de
ma ha resultado ser sensiblemente mayor que el de
ricina completa; un 18% de la dosis de restricto—
permanece en plasma tras 24 horas, frente a un 6%
ricina, según se refleja en la figura 3.52., lo
en un tiempo de vida media-para dicha fase de casi
mayor para la restrictocina que para la ricina
horas frente a 15.85 horas).
Segun estos resultados, es posible establecer la hipótesis
de que, una vez que ha tenido lugar la distribución de las
proteínas en el organismo, la restrictocina se elimina de forma
mas lenta que la rícína. Por otro lado, los bajos niveles de
radiactividad detectados en la orina y en las heces de los
conejos inyectados con la aspergilina marcada y la diferencia en
los valores de concentración de proteína por unidad de tiempo,
determinados como área bajo la curva de aclaramiento (AUC0->.. ),
permiten asegurar que esta proteína se mantiene en el animal en
procentajes muy elevados despues de 24 horas (ver figura 3.54. 8





las a la interacc
ia de las moléculas en plasma es un factor muy
la utilización de las inmunotoxinas en el
mores sólidos (295,403), pero no resultan menos
mecanismos, como el transporte de estas molécu-
í~n inespecifica con los distintos tejidos a lo
— 305 —
largo del torrente circulatorio (121). Según los resultados
expuestos en esta tesis, mientras que la ricina puede interaccio-
nar con los glóbulos rojos (figura 3.53. A), la restrictocina
podría circula, en disolución en el plasma, llegando así más
fácilmente a los órganos del animal (figura 3.53. 8).
Los datos obtenidos sobre el acúmulo en tejidos de la
restrictocina marcada (figura 3.54. A), muestran que mientras las
toxinas glucoproteicas, como la ricina o su cadena A, quedarían
retenidas mayoritariamente en el hígado, - dando origen a altos
niveles de hepatotoxicidad (120), la restrictocina se acumula en
mayor porcentaje en testículo, vesícula biliar, riñón y ovario, y
secundariamente en hígado (figura 3.54 A).
Gadina y col (461) demostraron en ratones en los que se
determinaron los niveles de transamínasas como patrón de la
hepatotoxicidad de esta proteínas, como dichos niveles de
enzimas permanecen normales después del tratamiento con a-sarcina
y el hígado de animal no sufre alteraciones aparentes. Gadina y
col (461) para la a—sarcina, y Lamy y ¿01(479) para el antígeno
predominante de 18.000 de peso molecular de Aspergillus fumigatus
Asfg—I, comprobaron que que ambas prot¿inas aparecen localizadas
en distintos órganos y se eliminan enteras a través de la orina,
por lo que no serán digeridas por enzimas proteolíticas
presentes en el plasma ni en los tejidos en los que se acumula.
Por tanto, las aspergi unas parecen presentar unas característi-
cas farmacológicas adecuadas para este tipo de terapia, sin
olvidar que están sometidas a los mecanismos propios de elimina-
ción de proteínas.
En tercer lugar, las aspergilinas han presentado actividades
similares a las toxinas de una sola cadena, que carecen de
actividad lectínica (37). En los estudios realizados en siste-
mas libres de células, en los que se determinó la capacidad de
inhibición de síntesis de proteínas (ver tabla 3.1.), todas las
toxinas han presentado niveles de actividad similares, con
valores de 1050 comprendidos entre 10-11 M y 10i2 rA.
Las diferencias de actividad observadas entre las tres
aspergilinas podrían explicarse ~n base a la distinta composición
de aminoácidos que presentan (193—195). Como es conocido, el
grado de homología de secuencia entre la a—sarcina y las otras
dos proteínas es de aproximadamente un 86% (195); estas diferen-
cias podrían encontrarse entre los aminoácidos que componen el
centro activo de la molécula o en los entornas del mismo (196)
(figura 3.57.). Otros autores han descrito comportamientos diver-
sos en la actividad de estas proteínas, - así, por ejemplo, Sanz y
Amils (209) apuntan como la mitogillina y la restrictocina no
son capaces de cortar el ARNr de los ribosomas de Sulfolobus
solfataricus, mientras que la a-sarcina sí lo es.
Sin embargo, sólo existe un aminoácido de diferencia entre
la mitogillina y la restrictocina, situado en una de las zonas de
homología entre las aspergilinas y las demás ribonucleasas de
origen microbiano, que no parece ser suficiente para explicar
estas variaciones en su actividad (figura 3.57.).
Debida a su limitada capacidad para penetrar en células
normales y patológicas, las aspergilinas presentan baja taxici—
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dad, tanto U? vitro sobre células en cultivo, como, ir> vivo, en
ratones Ralb/c (232). Esta toxicidad ha sido siempre comparable a
la observada en las toxinas carentes de sitio lectinico (37).
La ricina resultó ser entre 4.5 x 10~ y 3 x 10~ veces más
tóxica sobre las líneas celulares que las demás toxinas probadas,
su cadena A purificada, es entre 10 y 100 veces más toxica que
las proteínas de una sóla cadena (tablas 3.4. y 3.5.). Estos
datos de citotoxicidad de la cadena A de la ricina, puede
resultar engañosos, ya que resulta experimentalmente imposible
eliminar por completo la cadena 8 y la reagregación de una
pequeña parte de las moléculas de ricina, permitiría explicar
estas diferencias. Mientras la actividad de la a-sarcina sobre
las células se incrementa cuando se aumentan los tiempos de
incubación, este hecho no se observa en el caso de la cadena A de
la ricina (ver tabla 3.8. y figura 3.43.).
Teniendo en cuenta que, según los datos aportados por el
grupo de Gavilanes (236—239), la entrada de las aspergilinas en
las células podría estar mediada por la interacción de estas
proteínas con moléculas de fosfolípidos cargados presentes en la
membrana de la célula. Las diferencias observadas en la toxicidad
de estas proteínas sobre las líneas celulares, pueden explicarse
en base a la distinta composición lipídica de sus membranas y a
la proporción de fosfolípidos que entran a formar parte de las
mismas (238).
Cuando se estudian comparativamente los valores de lOso
obtenidos para tres de las toxinas, ricina, RCA y restrictocina,
sobre las distintas líneas celulares, puede observarse que los
niveles de citotoxicidad de estas proteínas podrían estar en
función del distinto nivel de sensibilidad a la acción de las
toxinas que presenta cada línea celular, ya que parece existir
una correlacción directa entre los índices de toxicidad obtenidos
para las tres proteínas sobre una determinada célula (figura
3.42. 0).
Ha resultado interesante la comparación de los valores de
citotoxicidad obtenidos por dos métodos distintos: inhibición de
síntesis de proteínas e inhibición de la proliferación celular a
distintos tiempos de incubación de las células con las toxinas.
Con este segundo procedimiento (ver tablas 3.6. y 3.7.), la
toxicidad de la a--sarcina se sitúa en dos o tres órdenes de
magnitud mayor que los obtenidos por inhibición de la síntesis de
proteínas -
Parece existir una relacción directa entre la toxicidad y el
tiempo de incubación de las aspergilinas con las lineas celula-
res, ya que, ésta aumenta cuando la incubación se prolonga
durante 6 días. Por otro lado, estudios recientes llevados a cabo
por Sung y col (370) han demostrado que las inmunotoxínas
realizadas con toxinas capaces de hidrolizar el ARNr 285, como es
el caso de la ricina, aunque presenten una cinética de actividad
más lenta, son mucho más eficientes en períodos de tiempo largos
que los conjugados realizados con toxinas de origen bacteriano,
como la toxina diftérica, que actúan inactivando los factores de
elongación FE-2. Estos autores postulan que el método de valora-
ción de la inhibición de la síntesis de proteínas no es el más
indicada en estos casos (370). Probablemente el efecto de
- 308
ribosomas de las células no sufren alteraciones, al contrario









de las otras tres
120 veces mayores
nuestro laborator





ntraper i tonea 1
recoge en la tabla 3.13.. De las cu
ricina es capaz de matar a los ani
con una LUso de 0.25 pg por ratón,
recogidas en la literatura (69,120
proteínas resultaron tóxicas a dosis
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Finalmente, los experimentos realizados muestran que las
aspergilinas, cuando son inyectadas en forma nativa, resultan muy
poco inmunogénicas en ratón y en conejo por lo que es necesario
recurrir a métodos de inmunización más agresivos (ver tablas
3.14. y 3.15.). Esta característica presenta grandes ventajas a
la hora de pensar en la aplicación de estas toxinas a la
producción de inniunotoxinas, ya que, no inducirían respuesta
inmune en los pacientes (136,295,393).
Es conocida la alta inmunogenicidad presentada en humanos
por las toxinas de origen vegetal y bacteriano, con la presencia
de anticuerpos naturales contra la toxina diftérica (462) y la
exotoxina A de Pseudomonas aeruginosa (324), y con el desarrollo
de anticuerpos contra la ricína, su cadena A o la abrína (463> y
contra los conjugados realizados con la RCA (295,393) o con la
exotoxina A (136,324).
Los resultados que se recogen aquí permiten
las toxinas de origen vegetal compuestas por una
polipeptídica provocan respuesta inmune en ratones
dicha respuesta no se produce ni para la a—sarci












na ni para la
pg (ver tabla
y Stirpe (37) describen una actividad inmunosupre—
mas como la PAP-S de Phytolacca americana y el HCI
vulgarís, descrita también recientemente por Solognesi
para la a—momorcarina de Nomordica charant ma. La
una actividad similar está siendo estudiada en las
al igual que ha sido atribuida a metabolitos
r distintas especies patogénicas de hongos (464).
4.2. Elección de los anticuerpos monoclonales
Los anticuerpos monoclonales utilizados han permitido dise-
ñar dos tipos de estrategias terapéuticas o experimentales
distintas. Por un lado, la mayoría de ellos están dirigidos
contra antígenos asociados a tumores sólidos de origen epitelial
que se expresan en la superficie celular, y contra los que han
sido sintetizados (24265,266,276,414,415); por otro lado, el





miento epidérmico (EGEr) que se expresa en algunas




MINT—S reconoce el dominio extracelular del EGEr (416), de
manera que, tras la interacción de este anticuerpo monoclonal con
su antígeno, pueden observarse los siguientes efectos fisiológi-
cos: 1) una completa inhibición de la fijación a su receptor
cuando las células se incuban en presencia de EGE humano, 2) una
rápida internalización de, aproximadamente, el 30% de los recep-
tores específicos y 3) una inhibición de la proliferación celular
en las células que presentan en su membrana una sobreexpresión de
dicho receptor, según puede observarse en la figura 3.75. y en la
tabla 3.25.
Ha sido demostrada, con anterioridad,
anticuerpos monoclonales como elementos ú
Pero, cuando estos AcHos se utilizan
notoxinas, la primera característica que
induzcan una correcta internalización
geno—anticuerpo formados en la superficie
la validez de todos
ti les en cancerolo-
en la síntesis de
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inactivos
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4.3. Elección de los agentes de unión
Para la síntesis de las inmunotaxinas han sido elegidos
como agentes de unión aquellos que introducen puentes 5—5, como
el SPDP (326) y el SMPT (336), que son los agentes más








introducidos entre el AcMo y la toxina en el interior
para que las inmunotoxinas resulten activas, ha sido
aquellas toxinas cuya entrada en las células está
por la interacción de su cadena A con la membrana
3. Por tanto, puesto que fas aspergilinas no presen—
ctínico, no parecer ser necesaria la rotura de estos
que su actividad se lleve a efecto (122).
Mientras que en la molécula de
pueden encantrarse grupos SH libres
gación, las aspergilinas no los pr
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resultó imprescindible buscar agentes que preservaran la acti vi —
dad de las toxinas.
Tras el tratamiento con 5 veces exceso molar de
aspergilinas sólo ven disminuida su actividad en menos
tanto en lisados de reticulocitos como en activ
células, llegando sólo en algunos casos, a un máximo
(ver tablas 3.2., 3.3. y 3.9.) mientras que otras tox
sola cadena y carentes de grupos SH libres, como la e
de Pseudomonas (340) o la briodina (52>, pierden
ocasiones, hasta un 40% de su actividad original









En los primeros conjugados sintetizados, la introducción de
grupos SH en las moléculas de anticuerpos monoclonales se llevó a
cabo haciendo reaccionar el anticuerpo con SPDP. La estabilidad
de los productos de reacción fue estudiada por Dosio y col (333),
quienes estimaron como proporciones molares óptimas, entre molé-
culas de anticuerpo monoclonal y de agente de unión, las de 30
veces exceso molar para anticuerpos monoclonales de clase IgrA y
de 10 veces exceso molar en el caso de anticuerpos IgG. De esta
forma se conseguía incorporar un número de grupos POR óptimo para
la posterior conjugación con las toxinas, sin que la mayoría de
los AcHos vean alterada su capacidad de interacción con la
superficie celular (figuras 3.66. a 3.69.>. El número óptimo de
moléculas resultó ser de 9 para los anticuerpos IgM y de 5 para
los anticuerpos IgC (tabla 3.17.).
Cuando los anticuerpos monoclonales se hicieron reaccionar
con cantidades mayores de SPDP, pudo observarse como aumentaba la
unión inespecífica de las especies moleculares AcMo-PDP a la
superficie de la membrana celular, según queda reflejado en las
figura 3.68., ya que esta interacción inespecífica es debida a
la alta reactividad de los grupos tiol unidos al anticuerpo
(289)
También fue comprobada la estabilidad de
incorporados a los anticuerpos, observandose dos
bles. En primer lugar, se formaban agregados de
superior a 300.000 en las muestras previas a
conjugación, como resultado de la unión de dos o
AcMo—POP o AcMa—MPT (ver figuras 3.62. y 3.6
lugar, los grupos PDP y MPT incorporados eran
molécula de anticuerpo monoclonal, ya que estos











Según los datos que aparecen en la Ii
enlaces 3—3 mediados por POR presentan un
estabilidad debido a que están expuestos al
presentes en el plasma, como el glutatión, o a
enzimas reductasas sintetizadas en distin
(336,338,339>, Por este motivo, en la conjugación
MINT—5 con la a-sarcina se utilizó, como agente de






















En este caso, también resultó decisiva la relacción de
concentración molar entre el agente SMPT y el anticuerpo monoclo—
nal. Cuando se utilizó un exceso molar de SMPT 3 veces mayor a la
concentración de MINT—5, no se observaron alteraciones funciona-
les significativas en el AcMo, mientras que con un exceso molar
de 5 veces, aumentó la unión no específica del anticuerpo a la
superficie de las células de A 431 (416). Los grupos MPT introdu-
cidos en la molécula resultaron estables a lo largo de todo el
experimento y, como puede observarse en los geles de poliacrila—
mida correspondientes, al igual que ocurrió con los anticuerpos
unidos a POP, los grupos MPT inducen agregación de las moléculas
de anticuerpos monoclonales (ver figura 3.64.).
Fueron utilizados agentes de unión que introducen enlaces
tioéter 0-5, como el SATA o el SIA, que evitan la interacción
inespecífica de las inmunotoxinas con las células y previenen
la formación de agregados al tratarse de enlaces químicos
inertes, según apuntan Oosio y col (333). Pero, aunque ni los
AcMos ni sus productos de conjugación perdieron capacidad de
interaccion con la superficie celular, los conjugados no resulta-
ron activos sobre sus células relevantes (458).
Este resultado puede indicar que los grupos activos incor-
porados impiden o modifican el centro activo de la proteína o
que, al contrario de lo que se había supuesto en un principio, es
necesaria la rotura del enlace introducido entre la toxina y el
anticuerpo monoclonal una vez la molécula ha sido internalizada
por la célula (458).
4.4. Purificación de las inmunotoxinas
El principal problema que plantea la purificación de las
inmunotoxinas, a nivel experimental, es la separación de las
moléculas de anticuerpo monoclonal unidas a la toxina de aquellas
que no se han unido (359).
tina de las técnicas utilizadas para la purificación de
inmunotoxinas realizadas con ricina completa o con su cadena A,
es aquella que aprovecha la capacidad de interacción de las
proteínas con colorantes triazínicos inmovilizados (254,354). Con
esta finalidad, se llevaron a cabo estudios de interacción de
algunas de las toxinas con moléculas de Cibacron Slue ESGA en los
que pudo abservarse un comportamiento distinto para cada una de
ellas.
La o-sarcina presentó variaciones en su capacidad de inte-
racción con el Cibacron Blue, dependiendo de las condiciones
experimentales en las que se realizó la cromatografía (ver tabla
3.10.). Como ha sido demostrado para un gran número de proteí-
nas (433,454), parámetros como el pH, la fuerza iónica, el tampón
de elución y la concentración de muestra aplicada son decisivos
en dicha interacción. Los valores de pH bajos favorecen la reten-
ción, mientras que a pH 10 o a concentraciones de 0.1 rA de
fosfato, la mayor fracción de proteína se corresponde con el
material no retenida.
Este hecho puede ser explicado porque, según señalan Liu y
Stellwagen (455), altas concentraciones de fosfato facilitan la
3i2 -
absorción de los colorantes inmovilizados a la matri
que disminuya la capacidad de retención de la
interacción de la a—sarcina con el Cibacron 81
atribuida a la carga polianiónica de la molécula
tanto, cuando la proteína se coloca a pH 10, valor
su punto isoeléctrico, ésta pierde parte de su









La comprobación de los valores de toxicidad de
sometidas a cromatografía en Cibacron Blue, según se
tabla 3.11., ha permitido definir dos poblaciones
distintas en las muestras analizadas. Así, en todos los casos
fracción mayoritaria obtenida en la cromatografía de cada una
las proteínas, ha resultado ser la más activa, tanto en inh
ción de síntesis de proteínas en sistemas libres de células
en células en cultivo, obteniéndose indices de relación
actividades entre la fracción mayoritaria y la minoritaria
cada toxina, que van desde 2.5 veces para la ACA hasta
veces para la a—sarcina (ver tabla 3.12.).
Por tanto, de
con Cibacron Blue en
pueden dividir en dos
tariamente con el
distintos comportami
la briodina y la ge
PAP, la a-sarcina y
distintos autores,











acuerdo con su ca¡Sacidad para interaccionar
condiciones fisiológicas, las toxinas se
grupos: aquellas que interaccionan mayori—
colorante y las que no lo hacen. Este
ento puede explicarse en base a que la RCA,
lonina son glucoproteinas, mientras que la
la mitogillina no lo son. Sin embargo, según
la molécula de RCA deglucosilada químicamente
ue Sepharose (254,412).
En cualquier caso, como demuestran Cumber
moléculas de toxina pueden sufrir alteraciones














a—sarcina ni la mitogillina quedan
a, fue necesario recurrir a otro
as inmunotoxinas derivadas de las
la cromatografía en una columna de













puede observarse en la tabla 3.18., en dos de
realizadas con la restrictocina (MOV 18—restr
restrictocina), disminuyó significativamente
fijación a las células relevantes con respecto
el AcMo; este hecho está en relacción con un
moléculas de PDP incorporadas al anticuerpo,
mayor número de moléculas de toxina y
los conjugados,








actividad del conjugado (333). En segundo lugar, para algunos
anticuerpos como el MLuC2 no ha podida ser demostrada la


















Las inmunotoxinas realizadas con la restrictocina y con
a-sarcína que resultaron activas, presentan un buen nivel
actividad en las células relevantes, con índices terapéuticos
van desde 200 a 2.000 (ver tablas 3.31. y 3.23.). Estos valo
son comparables can los obtenidos para otras moléculas sinteti
das con distintas toxinas (189,335,336,342,362,365,366,381).
En el caso de MINT—5—ci—sarcina, la cromatografía realizada
en HCA—HPLC, permitió la separación de la fracción de anticuerpo
1 no conjugado, según se recoge en la figura 3.265. B.
fracciones de inmunotoxinas obtenidas muestran un
nivel de citotoxicidad sobre las células de la línea
431, con índices terapéuticos de aproximadamente 8.500
pico 2 y de 16.500 para el pico 3 (ver tabla 3.23.),





















presentaron valores de 1050 en inhibi—
mas del orden de entre 10’~ M y 1011M
liferación celular de entre 1011 M y
y 3.75.), por lo que, como apuntan
den ser considerados como moléculas con
óptimo para ser aplicados en ensayos
rABrí—Restrictocina resultó ser más activo sobre
MBrl-RCA. Las concentraciones utilizadas de agentes 1
picos como el NH4Cl y de ionóforos como la monensí
capaces de potenciar la actividad de este conjugado
3.22.). Estos agentes provocan la acidificación del
la célula, que parece ser necesaria para que toxinas
ricina o la toxina diftérica desarrollen su actividad
(124) por tanto, aunque los resultados han de ser o
como preliminares, los fenómenos de acidificación no
decisivos en la actividad de esta toxina y no afectan
de internalización de la misma como, por otro lado,












En todos los casos, los conjugados fueron inactivos sobre
células de lineas tumorales y normales no relevantes, según se
recoge en las tablas 3.21. y 3.23., lo que demuestra que estas
moléculas presenta una buena especificidad sobre las células
reconocidas por el anticuerpo monoclonal
El número de moléculas de antígeno expresadas en
cie celular y la regulación de su ex
actividad de las inmunotoxínas (14). Ha
existe una correlacción estadisticamente
entre la actividad de MINT—5—a—sarcina
de EGFr expresado en la superficie de la
sería necesaria una expresión próxima a
para que la inmuntoxina resulte activa
resto de los antígenos reconocidos por
sido conjugadas las toxinas, presenta






y el número de moléculas
células, de manera que
106 moléculas por célula
(416 y tabla 3.24.). El
los AcMos con los que han
n niveles de expresión
las células diana
El estudio in vivo de MBr 1-restríctocína. demostró que







mente menores a las obteni
sobre las células en culti
entre los niveles de activi
mentas realizados mn vztro
un fenómeno generalizado; así
col (466), las inmunotoxina
resultan aproximadamente unas


















observar reacciones cruzadas de




en modelos animales es
como apuntan Vitetta y
os con la cadena A,
menos activos en ratón
estran Pai y col (136),
los AcHos unidos a
con tejidos normales
de los pacientes que no habían sido observados en animales.
la actividad de
con las aspergilinas en los




















su cinética, su di
para alcanzar el tumor
Según describen Wawrzy
a o—sarcina con AcMos
de próstata, aumenta 1




las aspergilinas en ani
nto farmacocinético de










ibución en tejidos y
los órganos donde éste
zak y col (189), la conj
rígidos contra células
vida media de la toxina
as capaces de permanecer
Este hecho, asociado a














la baja inmunogenicidad que
es, hace prever un buen
s conjugados. Estrategias
IgG en vez de la molécula
o de anticuerpos monoclonales humanizados obteni—
ería genética (307,310,311), que harían disminuir
la respuesta inmune del paciente contra los compo-
nmunotoxina, podrían permitir aumentar la capacidad
estas moléculas.
Coma apunta Mendelsohn (121 ), aun queda mucho camino por
recorrer antes de que las inmunotoxinas puedan ser utilizadas
como forma de terápia definitiva. Sin embargo, la importancia de
su especificidad exclusiva, permite mantener espectativas razo-
nables para continuar diseñando ensayos clínicos basados en la
investigación preclínica.
4.5. Mejoramiento de las condiciones de obtención de a-sarcina
Tras la identificación de la cepa de Aspergí llus como A.
ql ganteus MOH 18894 (figuras 3.1 a 3.5) y la obtención de a—
sarcina en las condiciones descritas por Olson y col (40), se
realizaron estudios sobre distintos medios de cultivo del hongo
con el fin de obtener un medio más apropiado para la producción
de la proteína. Como babia sido referido anteriormente por
distintos autores <40,192) y, según fue comprobado en nuestro
laboratorio, la producción de la 0—sarcina está en relacción con
los requerimientos nutricionales y la composición del medio de
cultiva.
La relacción entre las fuentes
la síntesis de metabalitos o enzimas
por distintas cepas de Aspergillus





carbono y de nitrógeno y
es como la glucoamilasa,














El medio elegido para el cultivo del AspergiI/us fue el
denominado medio 4, en condiciones de temperatura ambiente y sin
agitación ni aireación suplementaria (ver tabla 2.5.). Aunque no
fue el medio en el que se detectó la mayor cantidad, si fue en
el que los valores de los parámetros estudiados se mantuvieron
más estables y en el que la concentración de proteína se mantuvo
constante tras alcanzar el valor máximo (ver figuras 3.12. y
3.13.).
4.6. Comparación de las aspergilinas con otras ribonucleasas
Las toxinas vegetales y las aspergilinas
como ribonucleasas altamente específicas, ya qu
reconocer y llevar a cabo su actividad sobre una
las 7.000 bases, aproximadamente, que constituyen
la subunidad mayar de los ribosomas de higado de
son consideradas
e son capaces de
sola base entre
el ARNr 28S de
rata (205).
Estas proteínas han presentado, paralelamente, actívi
ribonucleasa sobre distintos ácidos nucléicos o derivados sin
clara especificidad de base. Algunos autores atribuyen a
mitogillina una actividad ribonucleasa específica de guani
(201), comparable a la que presentan gran número de ribonucleas
aisladas de distintas especies de bacteria y de hongos, como
RNasa Ti de Aspergillus oryzae, la RNasa U2 de Ustilago sphae








La a-sarcina y otros miembros de la fami
linas (45 y Salvarelli, comunicación persona
hidrolizar homanolímeros y heteropolímeros s
nucléicos, presentando la mayor actividad
contienen inosína (1), y no sobre homo y
adenina (A) a guanina (O), como hubiera si
figuras 3.55. y 3.56). Aunque, según apuntan
las polímeras de ácida poliinosílico son
apropiada para estudiar la especificidad de
sobre purinas.
ha de las aspergi—




do de esperar (ver
Yakovlev y col (260)
los sustratos más
estas ríbonucleasas
Cuando se compara la secuencia de la a—sarcína con
ribonucleasas de origen bacteriano y fúngico, puede
que los aminoácidos que están implicados en el centr
la ribonuclesa TI de A. oryzae (255) y que son Glu
(5?) 77 e 1-lis (H) 92, aparecen situados en regiones
en todas las ríbanucleasas estudiadas, y coincí
aminoácidos Glu (E) 96, Arg (R) 121 e His (H)
secuencía de la a—sarcina (ver figura 3.57.). Estos
estan incluidos en las zonas de coincidencia Glu (E
97—Pro (P) 98, Arg (5?) 121—Tyr (Y) 122—Ile (1) 123,
His (51) 97 (256V
Según Martínez y Smith (201), parece existir
relacción entre estas proteínas y las diferencias en la


















ribonucleasas bacterianas y fúngicas que presentan similitud con
la RNasa TI y entre 149 y 150 para las aspergilinas) podría
estar relaccionada con la capacidad de las aspergilinas para
entrar en las células, de la que carecen las demás ribonucleasas.
Las zonas de homología se encuentran distribuidas a lo largo
de la secuencia de las aspergilinas, y se-incluyen en zonas de
hidropaticidad similares para todas las proteínas (468). Algunas
de las diferencias de secuencia encontradas ente la a—sarcina y
la restrictocina y la mitogillina, aparecen en estas zonas de
coindencia (ver figura 3.55.), lo que permite postular que las
tres proteínas pueden presentar un centro activo no exactamente




Los resultados expuestos en este trabajo, permiten obtener,
entre otras, las siguientes conclusiones:
1. Las distintas condiciones de cultivo utilizadas permitieron
observar como el crecimiento de As¡iiergÑ/us gíganteus MDH
15594, esta en función de factores tales como el ph, la
concentración salina y la disponibilidad de oxigeno en el
medio de cultivo. Parece evidente que el comportamiento
metabólico del hongo y la secreción de distintos metabolitos
al medio están relaccionados con su crecimiento, así como
con la organ~zacian del micelio en la superficie del cultivo
y cori los procesas de esporulación.
2. En todos los medias y condiciones de cultivo, se detecté la
presencia de a-sarcina tras las 24 primeras horas despues de
la siembra, obteniendose las mayores concentraciones de pro—
tema entre los días séptimo y noveno de cultivo. Se pudo
observar, aunque no de forma tan drástica como apuntan otros
autores, que la producción de la proteína depende de la
composición de los medios de cultivo y de los requerimientos
nutricionales del hongo.
3. La ínclusíóíq de digerida tríptico de casei
componentes del medio resultó crítica en al
condiciones estudiadas, observandose disminuc
rables en la cantidad de proteína acumulada
cuando el hongo era cultivado en condiciones






4. Descues de analizar las resultados, el medio líquido elegido
para el cultivo de A. giganteus NIDH 18894 fue el denominado
medía 4, que sí bien no es en el que se obtuvieran las
mayores cantidades de proteína, sí es el que presentó menor
variabilidad en los parámetros examinados durante el tiempo
que duró el experimento y menores fluctuaciones en la
concentracíc-~n de a—sarcina, tras alcanzar el máximo valor en
el séptimo día de cultivo. Este medio, en el que las fuentes
de carbono y de nitrógeno fueran sustituidas por productos
comerciales parece aportar interesantes ventajas para la
producr~ór de la proteina a nivel semi—industrial.
5. Por otro lado, aunque las resultados obtenidos no tueron
concluyentes, la producción de la proteína parece estar
relaccioríada con los procesos de esporulación del hongo o de
germinacían de las esporas.
6. El nuevo método de purificación de la
alcanzar uíí mayor rendimiento y taci
obt~nción oc la proteína, ya que esta
ni ~gun mamerto a condiciones extremas
pu ifícada presenta caracteristicas




















7 . Ir-es de las urote í nas toxicas ut £ izadas fueron aur it í cadas
en el laboratorio par distintos procedimientos cromatogr¿fi—
cos. Todas el las presentaron caracteristicas bioquímicas y
funcionales similares a las cescritas en la literatura,
excepto la briodína, que resuitó ligeramente menos tóxica en
los experimentos realizados in vivo.
3. Las toxinas ensayadas presentaron una actividad similar en
inhibición de síntesis de proteínas en un sistema de
reticulocitos de conejo, con valores de £050 comprendidos en
un rango de concentración de entre ío-~’ rA y 1012 SI. Cuando
fue comprobada su actividad citotóxica sobre las distintas
líneas celulares tumorales humanas, aquellas proteínas com-
puestas par una sola cadena polipeptídica, que carecen de
porción o de cadena lectínica y para las que no han sido
descritas moléculas especificas en la superficie de las
células que actuen como receptores, resultaron sensiblemente
menos activas en los experimentos de inhibición de síntesis
de proteínas, necesitandose una concentración de entre 10~
SI y ío-~ SI para alcanzar el valor de LOso.
La rícína, compuesta por das cadenas polípeptídicas,
una de ellas capaz de interaccionar con restos de hidratos
de carbono de la membrana y de inducir la internalización de
los complejos ligando-receptor, mantiene unos niveles de
citotoxícídad equivalentes a los obtenidas en sistemas
libres de celuias.
Una observación similar puede hacerse con respecto a la
actividad ¡a vivo de estas proteínas, ya que sólo la ricina
es capaz de matar a los animales inoculados por via
intraperitoneal, con una LOso de 0.25 pg por ratón.
9. El efecto tóxico de la a—sarcina sobre las células parece
estar en función del tiempo de exposición de éstas a la
accían de la proteína. Asimismo, es probable que la utiliza-
ción de distintas métodos de determinación de la actívidac
citotóxica, como es el caso del estudio de la inhibición de
la proliferación celular, permitan reconsiderar los datos
que sobre la actividad de estas moléculas se han obtenido.
Por el momento, este segundo método ha permit~do observar un
incremento de más de un orden de magnitud de concentracion
morar en la actiwidao de la a—sarcina y de sus coniugados.
10. En los estudi os de interacción de as día Sí itas tox i cas con
colorantes triazínicos ~nmoví lizados. pudo auservarse como
la cí—sarcí ría presenta variaciones en su capac~dad de í nte—
raccían con Cibacron Biue F3GA dependiendo ce las condicio-
nes exper ~meíitales en que se 1 eva a cabo la cromatografía.
Valores de ph bajas (entre ph 2 y 51 favorecen a retencían
de la proteica, mientras que a ph lEí, valor p<óxímo a su
punto isoeléctríca o concentraciones de fosfato de 0.1 rA,
hacen que la i ríteracci ón no sea mayoritaria. Esta í nterac—
ción con el colorante ha sido atribuida a a carga polianió—
riica de la proteína sin olvícar la posí ole mf lucro--’ a de
ríteracc: 1 aries; de ti PO Eíi drofób loo.
P~ <os e> ocr í mentas haíí permitido det ini r das g ruDos de
toxinas: aquellas que interaccionan roayoritaramente con el
Cíbracron Slue (cadena A de la rícína, briadina y gelonína)
y las que no o hacen (0—sarcina, mitogil lina y PAR). El
distinto comportamiento de las proteínas estudiadas puede
explicarse en base a que las incluidas en el primer grupo
son glucoproteinas, mientras que las que no quedan retenidas
no lo son.
La comprobación de los valores de toxicidad de las
fracciones de Affi—Gei Blue, ha hecho que sea posible
obtener fracciones tóxicas más activas que las muestras
originales. Par el momento, no ha sido posible establecer
una hipótesis sobre si este hecho puede estar relaccionado
con un distinto mecanismo de actuación en función de la
presencia o no en la molécula de hidratos de carbono.
11. Las características que presentan las aspergilinas, tales
como la ausencia de glucasilación, su bajo peso molecular,
su baja inmunagenicidad y sus comportamiento -farmacocinético
que hacer prever una mayor permanencia de estas proteínas en
circulación, las hacen óptimas para ser utilizadas en la
terápía de pacientes afectados par procesos neaplásicos, ya
que no ocasionarán los problemas derivados de la aplicación
de otras toxinas giucasiladas, las cuales provocan respues-
tas inmunes elevadas en el paciente y altos niveles de
hepatotox í c~ dad
Por otro lado, las aspergilinas se eliminan en baja
proporción por la orina y por las heces, y se transportan
probablemente disueltas en el plasma, llegando de esta forma
más facilmente a órganos altamente irrigados.
12. Los anticuerpos monoclonales utilizados reconocen de forma
específica sus celulas diana y todos ellos, excepto SILuCí,
son capaces de inducir la internalización en mayar o menor
grado, de los antígenos de membrana que reconocen. Esta
caracterist~ca, asi como el número de receptores por célula
y a constante de afinidad que presentan por el antigeno,
hacen de el los óptimos candidatos para su utí 1 izacían en el
disedo de técnicas terapéuticas en las que se utilizan
agentes que reconocen específicamente subpoólaciones o sub—
tinos celulares como transportadores de moléculas activas.
LS fío ~nduccíón de internaiizacidn de los comp¿e3os
antlgeno—ant~cuerpo y la incorporación de un excesivo numero
de grupos hifuncionales en la molécula de inmunoglobulina,
han resultado decisivos en la actividad de las inmunotoxinas
sintetizadas con estos anticuerpos monoclonales.
13. Los agentes hifuncionales SPOP y SMPT, que introducen entre
la molécula de anticuerpo monoclanal y la toxina un puente
disulfuro (8—Sl, han permitido obtener enlaces estables que
no alteran sioniticativamente la actyidad de las moleculas
o r 2 i rí a i es
ras el tratamiento i v~ EM E molar de SPL~P,
e í vi ‘4 1~ 50 00K in mi
-~ 1- , i& r-eit 1i641< D
de conei o como sobre cé 1 u las en cultiva,
algunos rasos, a abservarse disminuciones
Otras toxinas, coma la exotatoxína A de
bríadina pierden hasta un 40% de su






El número de grupos POR incorporados por molécula de
aspergílina osciló entre 1.8 y 2.5, resultando óptimo para
la actividad de las inmunotoxinas, un número medio inferior
o
a ~.. En cuanto a los anticuerpos monoclonales, se estimó
como número óptimo de grupos reactivos incorporados el de 9
para los anticuerpos de clase IgrA y de 5 para los de clase
1 gEl.
Cuando se utiliza SMPT, como agentes de unión, un
exceso molar de 3 veces mayor a la concentración de tAINT-5,
hace que el anticuerpo no sufra alteraciones significativas.
Con ambos agentes ha sido posible observar la
de agregados de alto peso molecular, tanto en la
del anticuerpo monoclonal unida a grupos POR o MPT,
las fracciones de los conjugados. Este hecho
relacción con la alta reactividad de los radicales
ambas moléculas y se hace mas evidente cuando es la
molecular AcNlo—MPT, la que se reduce antes de la
cían. Está en proceso de estudio la solución
problema.








14. Las inmunotoxinas presentaron un buen nivel de acti
con indices terapéuticos (IT.) que sobrepasan el val
15.000 cuando se utiliza un segundo paso de purificaci
HPLC-HCA, eliminando de esta forma la fracción de anti








les de toxicidad observados
1 conjugado MINT—5—a-sarcina,
idos en un rango de concentra
SI en inhibición de síntesis de
SI y 10i2 SI en inhibición de la
ten apuntar que estos conjugados







Por otro lado, 105 conjugadas obtenidas con las asper-
quinas a-sarc’na y restrictocina, no presentan actividad
sobre vis lineas celulares no diana, que no expresan ci
antígeno reconocido par el anta cuerpo monoc i anal , la cual
demuestra que pueden ser consi deradas romo mal écu las alta-
mente selectivas.
Parece existir una relacción directa entre la actividad
de las inmunotoxinas y el número de moléculas de antígeno
expresado en h- superficie de las células turnorales, así el
conjugada MINt—5—a—sarcina es muy activo sobre las células
de la línea A 431 que expresa 1.300.000 moléculas de EGEr
por célula, mientras que no lo es sobre HT—29, que sólo
pr esen te 6¾. ¿40 mo ecu las del receptar oc 1 factor de









1¾ Por ú t- i mo e 1 conjugado MBr 1 — rest rí ctoc 1 0(3 es capaz de
neutralizar el desarrollo de liquido ascitico en ratones
nu/nu Ea 1 b/c. cuando éstos son i nocu lados conjuntamente con
células tumorales de la línea $ICF—7, un carcinoma ovárico y









todas estas consideraciones y aquellas que puedan
del análisis de los resultadas expuestos en esta
as aspergilirías han de ser consideradas como proteínas
para su utilización en la síntesis de inmunotoxinas
contra células neoplásicas, en las cuales se
una alteración de la expresión de los antígenos de
con respecto a las células normales de las que provie—
Asimismo, es posible considerar que puecan ser utilizadas
en modelos experimentales orientados hacia la terápia de enferme-
dad humanas en las que aparecen poblaciones celulares antigénica—
mente distintas, tales como en los procesos infecciosos provoca-
das por virus o por protozoos, que se acompañan de un aumento en
la permeabilidad de las membranas celulares a las toxinas, o en
los procesos autoinmunes asociados a la expresión de un antígeno
del Compleja Principal de Histocompatibilidad MHO).
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